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1. Einleitung  
1.1 Biotechnologische Ethanolherstellung aus Lignocellulose  
Die zeitlich beschränkte Verfügbarkeit von Erdöl macht die Suche nach effizienten 
Alternativen nötig. Vor allen Dingen wird es zukünftig erforderlich sein, Treibstoffe aus 
Erdölkohlenwasserstoffen zu ersetzen. Außerdem ist es in Hinblick auf den Treibhauseffekt 
wichtig, Treibstoffe und Energiequellen zu nutzen, die eine ausgewogene CO2-Bilanz 
ermöglichen, z. B. planen die USA, 75 % ihres importierten Erdöls bis 2025 durch alternative 
Kraftstoffe zu ersetzen (Herrera, 2006). Die europäische Union strebt bis 2020 an 20 %, des 
für den Transport benötigten fossilen Brennstoffbedarfes durch alternative Treibstoffe zu 
decken (Gray et al., 2006). 
Das Potenzial von Bioalkohol wurde bereits von den Firmen Saab, Ford und Volkswagen 
erkannt. Diese Firmen entwickeln Modelle, welche Bioethanol nutzen können. 
 
Ethanol kann mit Hilfe von Mikroorganismen aus pflanzlicher Biomasse gewonnen werden. 
Allerdings eignen sich Produkte von Kulturpflanzen wie Mais- und Getreidekörner für die 
Gewinnung von Treibstoff nur sehr begrenzt, da ihre Nutzung die Lebensmittelpreise erhöht 
und die Lebensmittelversorgung gefährdet. Darüber hinaus ist fraglich, ob der Anbau der 
entsprechenden Nutzpflanzen und die Ethanolgewinnung tatsächlich zu einer verbesserten 
CO2-Bilanz führen, da insbesondere aus Maiskorn gewonnener Treibstoff eine schlechte 
Energiebilanz aufweist (Goldemberg, 2007). Die Energiebilanz bei Verwendung von 
Cellulose ist z.B. wesentlich günstiger. Dass eine Treibstoffgewinnung aus Biomasse in 
größerem Umfang realisierbar ist, zeigt das aus Zuckerrohr gewonnene Ethanol, welches in 
Brasilien über 80 % des Treibstoffbedarfes deckt (Quelle: engeryprofi.com). Alternativen zu 
Nahrungsmitteln stellen Abfälle aus pflanzlicher Biomasse oder ausschließlich für die 
Biomassegewinnung angebaute Pflanzen, die einen hohen Biomasseertrag pro Fläche 
ermöglichen, dar. Ein Beispiel für eine solche Pflanze ist Chinagras, welches bereits gezielt 
für die Bioethanolherstellung genutzt wird (Christian et al., 2002). Auch eignet sich 
Brachland ohne landwirtschaftlichen Nutzwert für die Herstellung von Biomasse, in dem 
Gesellschaften verschiedener Gräser dort mit geringem Arbeitseintrag kultiviert werden 
(Tilman et al., 2006). Auch Pflanzenabfälle stellen ein mögliches Ausgangmaterial für die 
Bioethanolherstellung dar (Lal und Pimentel, 2007). 
Von besonderem Interesse für die Bioethanolherstellung ist die Nutzung von Xylose. Xylose 
ist ein wesentliches Monomer der Hemicellulose, die gemeinsam mit Cellulose und Lignin 
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den Hauptbestandteil von pflanzlicher Biomasse bildet. Dadurch besteht auch die Möglichkeit, 
Abfälle der Papier- und Holzindustrie sowie Altpapier selbst als „Ethanolquellen“ zu 
erschließen (Martinez et al., 2005). Insbesondere für die Aufarbeitung lignocellulosehaltigen 
Materials gibt es bereits praktische Ansätze (Hahn-Hägerdahl et al., 2006). 
 
Xylose kann zu Ethanol vergoren werden. Der effizienteste Xylose-vergärende 
Mikroorganismus ist die Hefe Pichia stipitis (du Preez und Prior, 1986; Hahn-Hägerdal et al., 
1994; Jeffries und Kurtzmann, 1994; Jeffries, 2006). 
Die Brauereihefe Saccharomyces cerevisiae kann Xylose nicht vergären; sie besitzt jedoch im 
Vergleich zu allen anderen Mikroorganismen den bei weitem effektivsten 
Gärungsmetabolismus auf der Basis von Glucose. Die Effizienz der Xylosevergärung bei 
Pichia stipitis ist im Vergleich dazu wesentlich geringer. Deshalb ergibt sich die 
Notwendigkeit, Verfahren zur wirtschaftlichen Bioethanolgewinnung aus Xylose zu 
entwickeln. Dafür ist auch die Stammoptimierung bei P. stipitis eine wesentliche 
Voraussetzung, für die ein detailliertes Verständnis des Gärungsmetabolismus von P. stipitis 
nötig ist.  
 
1.2 Die Hefe Pichia stipitis  
Die Fähigkeit, Xylose zu vergären, hängt vermutlich mit dem natürlichen Habitat von P. 
stipitis zusammen. P. stipitis wurde ursprünglich aus dem Verdauungstrakt von Larven 
holzzersetzender Blatt-, Hirsch- und Zuckerkäfer isoliert (Kurtzman und Fell, 1998; Suh et al., 
2003, 2004; Nardi et al., 2006; Nguyen et al., 2006).  
Der Ethanolertrag von P. stipitis beträgt 0,4 g Ethanol pro g Glucose unter Sauerstoff-
limitation (du Preez und Prior, 1986), was ungefähr dem von Saccharomyces cerevisiae bei 
Kultivierung mit Glucose entspricht (Nissen et al., 2000). Die Ethanolbildung bei der 
Brauereihefe findet jedoch in Sauerstoffanwesenheit statt, wenn ausreichend Glucose im 
Medium zur Verfügung steht. Dieses Verhalten nennt man den Crabtree-Effekt. Im Gegensatz 
dazu erfolgt bei P. stipitis die effizienteste Ethanolbildung, sowohl auf Glucose wie auch auf 
Xylose, nur bei einer Reduktion des Sauerstoffangebotes (Passoth et al., 1996; Klinner et al., 
2004). P. stipitis gehört damit nicht zu den Crabtree-positiven Hefen. Wenn noch in 
ausreichendem Maße Sauerstoff im Medium vorhanden ist, kommt es außerdem zu einer 
Reassimilation des gebildeten Ethanols (Skoog et al.,1992; Passoth et al., 1996).  
                                                                                                                                 1. Einleitung 
 6 
In der jüngster Zeit wurden durch die Arbeitsgruppe von Agbogbo Ansätze für die praktische 
Nutzung von P. stipitis als Ethanolproduzent z.B. aus Maisabfällen (Blätter und Stengel) 
beschrieben (Agbogbo et al., 2007; Agbogbo und Coward-Kelly 2008).  
 
Ein bedeutender Schritt für die weitergehende Erforschung von P. stipitis ist die vollständige 
Sequenzierung des Genomes (Jeffries et al., 2007). Durch sie wird ein einfacherer Zugang zu 
P. stipitis durch molekulargenetische Methoden ermöglicht. 
 
1.3 Der N- und C-Stoffwechsel in P. stipitis  
Obwohl mannigfaltige Untersuchungen zur Regulation von respirativem und fermentativem 
Stoffwechsel in P. stipitis durchgeführt worden sind (Skoog und Hahn-Hägerdahl, 1990; 
Passoth et al., 1996, 1998, 2003; Mergler und Klinner, 2000;  Klinner et al., 2004), ist bis 
heute wenig über den Stickstoffstoffwechsel von P. stipitis bekannt. Insbesondere sein 
Einfluss auf das fermentative Verhalten ist erst ansatzweise untersucht. So haben die Nutzung 
von Hefeextrakt als N-Quelle und die Höhe der Ammoniumkonzentration im Medium einen 
Einfluss auf das fermentative Verhalten von P. stipitis (Guebel et al., 1992). Auch wurde 
gefunden, dass die Kultivierung mit einem Gemisch aus Aminosäuren die Ethanolbildung von 
P. stipitis fördert (Slininger et al., 2006). In der nahe mit P. stipitis verwandten Hefe Candida 
shehatae bewirken die N-Quellen Harnstoff oder Pepton eine Erhöhung der Ethanolbildung 
(Palnitkar und Lachke, 1992). Der Crosslink zwischen C- und N-Stoffwechsel stellt 
möglicherweise einen interessanten Ansatzpunkt für die Manipulation des Gärungsverhaltens 
von P. stipitis dar.  
Einzelheiten des N-Stoffwechsels bei Hefen sind vor allem an S. cerevisiae untersucht 
worden (Magasanik und Kaiser, 2002). Zentraler Punkt des Stickstoffanabolismus ist die 
Assimilation von Ammonium, die durch die enzymatischen Reaktionen I und II in der Zelle 
realisiert wird.  
(I) α-Ketoglutarat + NH4
+ + NADPH + H+  =>  Glutamat + NADP+ 
(II) Glutamat + NH4
+ + ATP  =>  Glutamin+ADP  
(III) Glutamin + α-Ketoglutarat +NADH+H+  =>  2 Glutamat +NAD+  
(IV) Glutamat + NAD+  =>  α-Ketoglutarat + NH4
+ + NADH+ + H+  
In Reaktion I wird von der assimilatorischen GDH1 Ammonium auf α-Ketoglutarat 
übertragen, dabei wird NADPH verbraucht. In S. cerevisiae gibt es zwei orthologe Gene, die 
für assimilatorische GDHs codieren (DeLuna et al., 2001). In Reaktion II überträgt die 
Glutaminsynthetase unter ATP-Verbrauch Ammonium auf ein Glutamatmolekül und bildet 
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Glutamin. Darüber hinaus sind mit diesen beiden Enzymaktivitäten zwei weitere gekoppelt. 
In einer N-katabolischen Reaktion wird Glutamat durch die GDH2 unter Beteiligung von 
NAD zu α-Ketoglutarat umgesetzt (Reaktion IV). Diese Reaktion ist essenziell für die 
Bildung von Glutamin, wenn Glutamat als einzige N-Quelle genutzt wird, weil durch sie 
Ammonium freigesetzt wird (Miller und Magasanik, 1990). Eine Disruption der GDH2 
unterbindet die Fähigkeit der Zellen, Glutamat als Stickstoffquelle zu nutzen. Die Beteiligung 
von α-Ketoglutarat an den Reaktionen der GDH1/3 bzw. der GDH2 deutet auf die Rolle 
dieser Verbindung als Bindeglied zwischen C- und N-Stoffwechsel hin. Die Rolle von α-
Ketoglutarat bzw. Glutamat als Vermittler zwischen C- und N-Stoffwechsel ist auch in 
anderen Organismen bereits erkannt worden (Brosan, 2000). Durch die GDH2-Aktivität 
entstehendes α-Ketoglutarat wird bei Wachstum auf Glucose/Glutamat-Medium vermutlich in 
den Tricarbonsäurecyclus eingeschleust und dient unter respiratorischen Bedingungen der 
Energiegewinnung.  
Die Glutamatsynthase (Reaktion III) überträgt unter NADH-Verbrauch die Aminogruppe von 
Glutamin auf α-Ketoglutarat. In S. cerevisiae und K. lactis (Romero et al., 2000) wurde 
gefunden, dass bei Wachstum auf Ammonium beide Wege der Glutamatsynthese essenziell 
sind, um Wachstum zu ermöglichen. Die Kombination aus Reaktion II und III wird auch als 
GOGAT-Weg bezeichnet. 
Wenn man den C- und N-Stoffwechsel von S. cerevisiae betrachtet, zeigen sich weitgehende 
Verzahnungen. Die assimilatorische GDH1 wird durch HAP4 reguliert (Riego et al., 2002), 
einem Regulationsfaktor des C-Stoffwechsels. Darüber hinaus ist eine Co-Regulation des C- 
und N-Stoffwechsels gegeben, an der der CCAATT-Box Bindefaktor beteiligt ist (Dang et al., 
1996). Außerdem ist eine C-quellenabhängige Regulation der GDH2 dokumentiert (Nunes De 
Castro et al., 1970; Coschigano et al., 1991).  
 
Von S. cerevisiae und vielen anderen Hefen ist bekannt, dass sie nicht in der Lage sind 
Aminosäuren als C-Quellen zu nutzen. Eine solche Fähigkeit ist bisher nur sehr selten und für 
wenige Hefen dokumentiert worden. So sind Vertreter der Gattungen Hansenula und 
Trichosporon hierzu in der Lage (Hedrick und Dupont, 1968). Die klinisch bedeutsame Hefe 
Candida albicans zeigt diese Fähigkeit ebenso (Nishioka und Silva-Hutner, 1974) wie Arxula 
adeninivorans (Middelhoven et al., 1991).  
Allerdings sind die zugrunde liegenden Mechanismen und die physiologischen Konsequenzen 
der C-katabolischen Aminosäurenutzung bisher nicht näher untersucht und stellen dadurch 
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eine interessante Möglichkeit dar, bisher unbekannte biochemische Details des Stoffwechsels 
niederer Eukaryonten aufzuklären. 
 
1.4 Die Funktion und der Aufbau der mitochondrialen Atmungskette in Crabtree-
negativen Hefen  
Der N-Stoffwechsel ist über das α-Ketoglutarat des Tricarbonsäurecyclus eng mit dem 
Atmungsstoffwechsel verbunden. Die Atmungskette ist ein integraler Bestandteil des 
Energiestoffwechsels bei Hefen. Ihre Funktionen umfassen die Energiegewinnung und die 
Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewichtes. In S. cerevisiae wird die Atmungskette durch 
das Sauerstoffangebot sowie die Art der C-Quelle reguliert (Burke et al., 1997) und stellt 
deshalb ein wesentliches Element der Vermittlung zwischen respirativem und fermentativem 
Stoffwechsel dar.  
Eine zentrale Rolle in der Atmungskette nimmt die Cytochrom-c-Oxidase ein, die oft auch als 
Endoxidase bezeichnet wird. Sie stellt bei S. cerevisiae einen Proteinkomplex aus acht 
verschiedenen Untereinheiten dar. Eine davon ist Untereinheit V. Sie tritt in S. cerevisiae  in 
den zwei Isoformen Va und Vb auf (Trueblood und Poyton, 1987), deren Gene als COX5a 
und COX5b bezeichnet werden. Die Expression dieser beiden Isoformen wird sowohl über 
den Sauerstoffgehalt als auch über die Hämkonzentration in der Zelle reguliert (Hodge et al., 
1989). Über mögliche Besonderheiten der Atmungskette bei P. stipitis ist fast nichts bekannt. 
Shi et al. (1999) haben beschrieben, dass eine Disruption des Cytochrom-c Genes CYC1 eine 
Beeinflussung des fermentativen Stoffwechsels verursacht. Darüber hinaus haben 
anscheinend weder Rotenon noch Antimycin einen hemmenden Effekt (Passoth, 1992).  
Eine Besonderheit der Atmungskette mancher Hefen berücksichtigt werden muss, wenn man 
den Energiestoffwechsel betrachtet. Hierbei handelt es sich um die  alternative Oxidase 
(AOX), die ausschließlich bei Crabtree-negativen Hefen zu finden ist (Veiga et al., 2003). 
Eine alternative Oxidase wurde in P.stipitis bereits nachgewiesen (Shi et al., 2002). Über die 
Funktion der AOX im Stoffwechsel von Hefen gibt es verschiedene Hypothesen. So wird 
vermutet, dass sie in P. stipitis hauptsächlich der Aufrechterhaltung des 
Redoxgleichgewichtes dient (Jeppsson et al, 1995). Wenn die Zellen effizient Atmung 
betreiben, besteht normalerweise ein ausgewogenes Verhältnis zwischen NADH-Oxidation 
und NAD-Reduktion. Unter fermentativen Bedingungen kann ein NADH-Überschuss 
entstehen, wenn das gebildete NADH nicht vollkommen oxidiert werden kann, obwohl auch 
die ADH aktiv ist. Um das Redoxgleichgewicht unter solchen Bedingungen 
aufrechtzuerhalten, kann das überschüssige NADH durch die AOX oxidiert werden. Wird sie 
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gehemmt, scheiden die Zellen Xylitol, Ribitol oder Arabitol aus, d.h. Substanzen, die durch 
die Nutzung alternativer Metabolite als terminaler Wasserstoffakzeptor entstehen (Jeppsson et 
al., 1995). In einigen Hefen wird für die  AOX eine Rolle bei der Energiegewinnung 
postuliert (Veiga et al., 2003), was aber bisher nicht zweifelsfrei bewiesen ist.  
 
1.5 Integrationsmutagenese in Hefen  
Für genetische Arbeiten mit Hefen sind effiziente Mutagenesemethoden von großer 
Wichtigkeit, sowohl um Untersuchungen zur Regulation metabolischer Prozesse als auch 
Funktionsanalysen von Genen durchzuführen. Für die zufällige Induktion von Mutationen 
werden seit längerer Zeit Methoden der ungezielten Integrationsmutagenese verwendet. Dafür 
werden bei Hefen lineare DNA Fragmente verwendet, die keinen Hefe-Replikationsursprung 
besitzen, mit einem Selektionsmarker versehen sind und möglichst keine Homologie zur 
DNA der Targethefe aufweisen. Ungezielte Integrationsmutagenese ist in P. stipitis mit hoher 
Effizienz möglich (Maassen et al., 2008). Darüber hinaus ist es wünschenswert, bestimmte 
Gene gezielt effektiv disruptieren zu können, um ihre Funktion zu untersuchen oder um einen 
gewünschten Phänotyp zu erhalten. Jedoch ist eine wirkungsvolle gerichtete 
Integrationsmutagenese nur in wenigen Hefen möglich (Klinner und Schäfer, 2003).  
In S. cerevisiae ist dies nicht mit größeren Problemen verbunden. Hier findet fast 
ausschließlich eine homologe Integration von DNA statt, die in die Zelle transformiert wurde. 
Das beruht auf der stark ausgeprägten homologen Reparatur, die hauptsächlich für die 
Behebung von DNA-Schäden in Form von Doppelstrangbrüchen (DSB)(Aylon und Kupiec, 
2004) bei Saccharomyces verantwortlich ist. In P. stipitis dagegen erfolgt homologe 
Integration nur mit geringer Frequenz. Dies hat zur Folge, dass nach einer Transformation ein 
sehr hoher Anteil ektopischer Integrationen des Vektors stattfindet (Maassen et al., 2008), der 
es erforderlich macht, eine große Menge an Transformanten zu testen, um positive Integrate 
zu erhalten. Diese Eigenschaft teilt P. stipitis mit den meisten anderen Lebewesen.  
Eine wesentliche Erhöhung des Anteils homologer Integranten wurde bei Kluyveromyces 
lactis beschrieben. Dort führte eine Disruption des KU80 Genes zu einer fast 100 %igen 
homologen Integration von DNA, die in die Zellen transformiert wurde. Das Proteindimer 
KU70/80 spielt eine wichtige Rolle beim non-homologous end joining (NHEJ) (Paques und 
Haber, 1999; Dudasova et al., 2004; Sonoda et al., 2006; Su, 2006). Es bindet an freie DSB 
DNA-Enden und führt unter Mithilfe anderer Proteine zu einer homologieunabhängigen 
Reparatur des DSB. Durch die KU80 Disruption in K. lactis wurde offensichtlich das NHEJ-
System ausgeschaltet und es wurden deshalb nur noch homologe Integranten gefunden. Es lag 
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nahe zu untersuchen, ob ein solcher Effekt einer KU80-Disruption auch bei P. stipitis zu 
beobachten ist und ob es dadurch zu einer erhöhten homologen Integration kommt. Ein 
solcher Stamm würde die Funktionsanalyse von Genen des N-Stoffwechsels bei P. stipitis 
stark vereinfachen. 
 
1.6 Ziele dieser Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Zusammenhänge von Stickstoff- und 
Kohlenstoffstoffwechsel bei Pichia stipitis unter dem besonderen Aspekt des 
Gärungsstoffwechsels dieser Hefe.  
 
Zunächst sollten eine Reihe von Wachstumsuntersuchungen durchgeführt werden, um die 
Nutzung von verschiedenen Aminosäuren als N-Quellen zu charakterisieren. Als 
fermentierbare C-Quelle wurde bei diesen Versuchen Glucose verwendet. 
Bei diesen Kultivierungen stellte sich heraus, dass verschiedene Aminosäuren 
überraschenderweise nicht nur als N-Quelle, sondern auch als C-Quelle durch P. stipitis 
genutzt werden können. Dabei handelte es sich um solche, die sich aus Metaboliten des 
Tricarbonsäurecyclus ableiten wie Glutamat, Aspartat und Prolin. Wesentliches Ziel der 
Untersuchungen wurde daraufhin die Charakterisierung der C-katabolischen Nutzung dieser 
Aminosäuren durch Hefen, über die bisher nichts bekannt war. Die Fähigkeit der C-
katabolischen Nutzung von Aminosäuren sollte an weiteren Hefearten untersucht werden, um 
einen Eindruck von der Verbreitung dieser bisher bei Hefen selten beschriebenen Fähigkeit zu 
erhalten.  
Die Parameter des Wachstums von P. stipitis auf Glutamat als C-Quelle sollten mit denen in 
Glucosekulturen und Glutamat oder Ammonium als N-Quelle verglichen werden. Die 
Aktivitäten möglicher Schlüsselenzyme des Glutamatmetabolismus sollten untersucht werden. 
Weil sich die Glutamatdehydrogenase (GDH2) als ein solches Schlüsselenzym herausstellte, 
sollte deren Disruption in einem Stamm erfolgen, bei dem durch genetische Manipulation die 
Effizienz von gerichteter Gendisruptionen erhöht worden war.  
Um weitere Kenntnisse über Einzelheiten des C-Katabolismus von Aminosäuren zu erhalten, 
sollten Glutamat - -Mutanten durch ungezielte Integrationsmutagenese gewonnen werden. 
Eine dieser Mutanten, die einen Defekt im COX5 Gen aufwies, sollte weitergehend 
charakterisiert werden. Es folgte eine Untersuchung des Substratspektrums und des 
fermentativen Verhaltens. Außerdem ergab sich die Notwendigkeit, die Bedeutung der 
Cyanid-insensitiven Atmung zu untersuchen.  
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2. Material und Methoden  
2.1 Stämme, Plasmide und PCR-Primer  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Wildtypstämme von Hefen verwendet:  
Candida albicans ATCC 10231, C. glabrata DSM 6425, C. maltosa RWTH 34, C. reukaufii 
DSM 70881, C. sake DSM 70143, C. shehatae Y-12854, Y-12856, Y-12857, Y-12858, C. 
utilis CCY-29-38-18, CCY-29-38-29, Debaryomyces hansenii DSM 3428,  Hansenula 
capsulata Y-1889, Kluyveromyces lactis CBS 2359, CBS 2360, K. marxianus CBS 712, 
ATCC 748, Lipomyces kononenkoae CBS 2514, L. lipofer CBS2513, CBS 944, L. starkeyi 
CCY 16-2-1, Lodderomyces elongisporus DSM 70320, Pichia guilliermondii DSM 6381, P. 
stipitis CBS 5773, CBS 5774, CBS 5776, CBS 6054, Rhodotorula rubra DSM 70403, 
Saccharomyces (carlsbergiensis) cerevisiae ATCC 9080,  S. cerevisiae ATCC 24858, S. 
bayanus CBS 380, Torulaspora delbrueckii CBS 818, Trichosporon beigelii CBS 2466, 
Yarrowia lipolytica DSM 1345, Zygosaccharomyces bisporus CBS 702. 
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Tab. 2.1:  Stämme, die im Rahmen genetischer Methoden verwendet bzw. hergestellt wurden  
Hefen Bezeichung  Eigenschaften; Herkunft 
P. stipitis PJH his3 trp5  (Hagedorn, 1990) auxotroph für Histidin 
und Tryptophan  
P. stipitis SF1 his3 ∆ku80 PJH disruptiert im PsKU80 Gen, diese 
Arbeit  
P. stipitis  SF2 ∆ku80 ∆gdh2   SF1 his3 ∆ku80  disruptiert im PsGDH2 
Gen, diese Arbeit   
P. stipitis  SF3 ∆cox5 trp5 PJH disruptiert im PsCOX5 Gen, diese 
Arbeit  
Bakterien   
E. coli DH5α amps fhuA2 
∆(argF-lacZ)U169 
phoA glnV44 Φ80 
∆(lacZ)M15 gyrA96 
recA1 relA1 endA1 
thi-1 hsdR17  
Zur Klonierung von Plasmiden  
 
Tab. 2.2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete bzw. hergestellte Plasmide 
Plasmid  Beschreibung 
pUC 19  AmpR, oirV, lacZ , Polycloning site in lacZ-Gen  
pNMPsHIS3  Maassen, 2008 
pSF1  pUC19 Derivat, 1,6 kb PsHIS3-Fragment mit PsKU80-Flanken in der 
MCS 
pSwAT-1  Piontek et al., 1998 
 
 
 
 
 
Abb. 2.1: Physikalische Karte des Vektors pSF1 
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Tab. 2.3: Verwendete PCR-Primer 
Primer Sequenz 5´- 3´ Position/Verwendung 
CoxVa seq 5´ TGC CGC ATT  CTA GAT GTC TGC C Sequenzierung 
CoxVa seq 3´ ATC AGC TCT AGC ATT CCA TAA CAC TAC 
TAC 
Sequenzierung 
CoxVA (2) 5´ CTA TCC TTA ACA AAA GCC GTG G ORF-Position 29-50 
CoxVA (2) 3´ AGC CAT TCG TCA CCA ATC TAC C ORF-Position 834-850 
PsHIS3-5´ DIG CCA TAT GCT CCA TGC CTT AG HIS-Sonde 
PsHIS3-3´ DIG TGG ACA AAT CTA CGA CGG CA HIS-Sonde 
HISseq 5´ GTT TTC AAT CTC GCA GAA CC Sequenzierung 
His3 BamHI 3´ TAT GGG GGA TCC TCC AAG TTC CTC ATC 
GTT CA 
Amplifikation  1,7kb HIS3 
His3 NotI 5´ AGG AAA GCG GCC GCC GTA GAG AAA TGT 
GAA TAC 
Amplifikation 1,7kb HIS3 
Ku80 SacI 5´ GGC TCG AGC TCC TTC AAG TCT TGA CAT 
AAG G 
Amplifikation PsKU80 
Ku80 SalI 3´ AGA CTC GTC GAC TAT TAG TAA GGA ATC 
ATG TAC ATA 
Amplifikation PsKU80 
Ku80 Sonde LF 3´ AAT AGA GTC GTA TGA TC  Sonde KU80-Linke Flanke 
Ku80 MT 5´ TGG ATG TTC ATC CAG GCG AA Sonde KU80-Mittelteil 
Ku80 MT 3´ ATC AGC CAA CAC GAA ACG AG  Sonde KU80-Mittelteil 
Ku80  Int 5´ CGA ATT CGA TGA TGG TAT AC -400bp 
Ku80  Int 3´ TGA AAC TAT GTT AGC TCT AGG A +500bp 
Trp5 KU80 5´ GGA CAG TGT CTT CTG TT Amp. der Kassette  
Trp5 KU80 3´ AGA TGT CCA TGT CGC TG Amp. der Kassette  
Trp5 SacI XhoI 5´ GGC TCG AGC TCG GCT CTC GAG TAC AAA 
CTC CAA TAA CAC C 
Amplifikation ScTrp5  
Trp5 SalI Bst1107 3´ GGC TCG TCG ACC CGT GTA TAC GTT TAC 
GTT TAC TAA TAT CAA CGG TGG 
Amplifikation ScTrp5 
pUCrev CGG CTC GTA TGT TGT GTG GA - 
pUCuni CAA GGC GAT TAA GTT GGG TA  - 
GDH2 seq 77 5´ ACA ACC CAT TCA TAA CTG CTA TTG CTC  Sequenzierung 
GDH2 seq  1500 3´ TCA AAC TCT TCT TCT GTG CCG AC Sequenzierung 
GDH2 seq 1300 5´ TGA AGA AGA GAT TGA GAG CTG AAA CC Sequenzierung 
GDH2 seq 2800 3´ AAT GAA GAT GAC GTA ACA CCA CCC  Sequenzierung 
GDH2 seq 2200 5´ TCA GAC TGG TGG TCC AGA TGG  Sequenzierung 
GDH2 seq 3400 3´ GCA GCT TGG CAA AAG CAA CAA TG Sequenzierung 
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GDH2 Kon 5´ TAA CTG CTA TTG CTC ACA ATT GC -42pb 
GDH2 Kon 3´ GGA GTG ATC TGA GAC AAT CTC +336bp 
GDH2 LF NOTI 3´ AGG AAAGCG GCC GCC TCT CTA ACC AAT 
AAC CAC TC 
ORF-Position 922bp 
GDH2 RF BAMHI 5´ TAT GGG TCC CGA GTT CGA AGC CTT GTG 
GA 
ORF-Position 2929bp 
GDH2 LF 5´ GCT AGG CTG CAG CAC TCG TTG TAC TCG 
TGT  AAG G 
ORF-Position 401bp 
GDH2 RF 3´ ACG TCC GAA TTC GGT TGG AAT CGA TAC 
CTC TG  
ORF-Position 3226bp 
 
 
2.2 Medien  
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Merck, Fluka, 
Sigma, Roth oder Applichem bezogen. 
 
GAM: (PMM bei Dellweg et al., 1984)  
18,8 g KH2PO4 
6 g (NH4)HPO4 
1,13 g MgSO4*7H2O 
5 g (NH4)2SO4 
lösen in 800 ml H2O.  
pH mit HCl auf 5 einstellen und autoklavieren 
30 g Glucose in 100 ml lösen und autoklavieren 
1,7 g YNB in 100 ml lösen, durch Filtration sterilisieren und Lösungen vereinigen 
 
Aminosäuremedium (z.B. Glutamat GLU, Aspartat ASP, GGLUT für Glutamat mit 
Glucose)  
18,8 g KH2PO4 
6 g K2HPO4 
1,13 g MgSO4*7H2O 
2 g K2SO4 
10 g  der jeweiligen Aminosäure 
lösen in 900 ml H2O bzw. 800 ml H2O bei Medium mit Glucose 
pH mit NaOH oder HCl auf 5 einstellen und autoklavieren 
1,7 g YNB in 100 ml lösen, durch Filtration sterilisieren und Lösungen vereinigen 
Bei Bedarf 30 g Glucose in 100 ml H2O lösen, autoklavieren und zugeben  
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Aminosäure-Ammonium Medium (ASPAM, GLUAM) 
Wie Aminosäure Medium, jedoch Salze wie GAM-Medium.  
 
YPD 
10 g Hefeextrakt 
20 g Pepton 
20/30 g  Glucose oder Xylose  
15 g  Agar bei Festmedium 
in 1000 ml lösen und autoklavieren. Im Falle von YPD mit Xylose in 800 ml aufnehmen  und 
autoklavieren. Xylose in 200 ml gelösen,durch Filtration sterilisieren und zugegeben. 
 
MM 
20 g Glucose  
15 g Agar Agar ( bei Festmedium)  
in 900 ml lösen und autoklavieren, anschließend 100 ml 10x YNB zugeben.  
 
LB 
10 g Difco Bact Trypton     
5 g Hefeextrakt      
5 g NaCl      
12 g Agar (für Festmedium) 
in 1000 ml lösen und autoklavieren 
 
LBA 
LB-Medium mit 1% (v/v) Ampicillinstammlösung (10 mg /ml) 
(für festes Medium 1,5 % Agar zugeben) 
 
XGAL-Medium 
Pro Liter: 
2 ml IPTG (100 mM) 
5 ml X-GAL (100 mg/5 ml in Dimethylformamid) 
zu LBA-Medium nach Autoklavieren zugeben 
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Glycerin/Acetat/Citrat 
3 g C-Quelle in 900 ml lösen und autoklavieren  
100 ml 10x YNB+Ammoniumsulfat zugeben  
 
Aminosäure-Festmedium mit oder ohne Glucose 
10 g Aminosäure  
30 g Glucose (optional) 
30 g Agar Agar  
in 900 ml lösen, pH mit NaOH auf 5 einstellen und autoklavieren 
1,7 g YNB in 100ml lösen, durch Filtration sterilisieren und Lösungen vereinigen  
 
10x YNB mit Ammoniumsulfat  
17 g YNB 
50 g (NH4)2SO4 
in 1000 ml Lösen und durch Filtration sterilisieren 
 
Supplemente 
Sofern nötig, wurden Medien mit 50 mg/L Histidin bzw. 120 mg/L  Tryptophan 
supplementiert. Die Aminosäuren wurden vor dem Autoklavieren zugegeben. 
 
 
2.3 Kultivierungsmethoden 
Kultivierung auf Festmedien 
Alle Stämme wurden 24 h vor Verwendung auf frische YPD-Platten übertragen und bei 28°C 
inkubiert.  
Des weiteren wurden alle Stämme im zweiwöchigen Rhythmus auf frische Platten übertragen, 
für 24-48 h inkubiert und bei 4°C gelagert. Bei P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5 geschah dies auf 
MM-Platten, die mit Tryptophan supplementiert waren. Bei allen anderen Stämmen wurden 
YPD-Platten verwendet.  
 
Tüpfelplatten  
Um das Wachstum auf verschiedenen festen Medien zu vergleichen, wurden Tüpfelplatten 
angelegt. Hierzu wurde von einer 24 h alten Platte eine Zellsuspension in 0,9 % NaCl 
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hergestellt und bis 10-6 verdünnt. Von den Verdünnungen 10-3 bis 10-6 wurden hintereinander 
je 10 µl auf eine Platte getropft und bei 28°C inkubiert.  
 
Vorkulturen 
Vorkulturen wurden immer in 500 ml Fernbachkolben durchgeführt, die 100 ml Medium 
enthielten. Die Inkubation erfolgte bei 28°C und 100 rpm. Wenn nicht anders angegeben, 
entsprach das Vorkulturmedium dem in der Hauptkultur verwendeten. Die Vorkulturdauer 
betrug, sofern nicht anders angegeben, 16 h. Für Kulturen in Aminosäuremedium ohne 
Glucose wurde eine 24 h Vorkultur durchgeführt, weil die Stämme in diesem Medium eine 
längere lag-Phase zeigten.  
 
Kulturen für Screeningtests 
Für die Wachstumstests mit verschiedenen Aminosäuren bzw. Kohlenstoffquellen wurden 
Kulturen in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgeführt. Hierbei enthielten die Kolben 10 ml 
Medium. Beimpft wurden die Kolben mit 300 µl einer Zellsuspension des jeweiligen 
Stammes in 0,9 % NaCl, die von einer 24 h alten Platte hergestellt wurde. Die Inkubation 
erfolgte bei 28°C unter Schütteln. 
Bei der Bestimmung des Substratspektrums von P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5 wurden 500 ml 
Erlenmeyerkolben verwendet, die 200 ml Medium enthielten. Diese wurden mit 500 µl 
Zellsuspension beimpft.  
Für Kultivierungen mit SHAM wurde eine SHAM-Lösung in DMSO hergestellt.  
Die Konzentration der Stammlösung wurde so gewählt, dass nach Zugabe von 100 µl auf 10 
ml Medium die gewünschte SHAM-Konzentration in der Kultur vorlag. 
 
Kultivierung in Schikanekolben 
Um mehrere Probennahmen aus einer Kultur zu ermöglichen, wurden Kulturen mit 200 ml 
Medium in 1000 ml Schikanekolben durchgeführt. Diese Kulturen dienten der Ermittlung des 
Wachstums auf Glutamat als Kohlenstoff- oder als Stickstoffquelle. 
Hierzu wurde die OD der Vorkultur im Photometer bei 623 nm bestimmt. Es wurde ein 
Volumen entnommen, das so bemessen war, dass es eine Start-OD von 1,5 in der Hauptkultur 
sicherstellte. 
Die entsprechende Kulturmenge wurde bei 7500 rpm für 10 min abzentrifugiert. Das Pellet 
wurde in 200 ml Medium aufgenommen und in den Schikanekolben überführt.  
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Für die Bestimmung der Enzymaktivitäten wurden 500 ml Schikanekolben verwendet, die 50 
ml Medium enthielten. Das Beimpfen erfolgte analog zu dem der 1000 ml Schikanekolben. 
Bei diesen Ansätzen wurde die gesamte Kultur nach 5 h zur Rohextraktgewinnung genutzt.  
 
Kultivierung für Warburgmessungen  
Für die Warburgmessungen wurden Kulturen in 500 ml Fernbachkolben verwendet. Diese 
wurden aus Vorkulturen (siehe oben) mit 2 ml CBS 5774, 5 ml PJH his3 trp5 oder 10m l SF3 
∆cox5 trp5 beimpft und nach 4 h für die Messung geerntet. 
 
Kultivierung in geschlossenen Schottflaschen 
Kulturen in Schottflaschen wurden unter aeroben und semiaeroben Bedingungen wie bei 
Klinner et al. (2004) durchgeführt. Um aerobe Bedingungen zu erhalten, wurden 10 ml 
Medium in 1000 ml Schottflaschen verwendet, um semiaerobe Bedingungen zu erhalten 
wurden 50 ml verwendet. Die Flaschen wurden mit einer OD von 1 bei 623 nm beimpft und 
bei 100 rpm und 28°C inkubiert.  
 
Kultivierung im Fermenter 
Zur Durchführung der Fermentationen wurden Fermentoren des Typs Biostad E der Firma B. 
Braun verwendet. 
Der Fermenter wurde gemäß Handbuch aufgebaut und bedient. 
Fermentationsbedingungen: 
- Volumen: 2,5 L  
- Temperatur: 28°C 
- pH 5,0  
- Korrekturmittel über Schlauchpumpe zugeführt: 
 Alkali: 1N NaOH (nicht bei Medien mit Hefeextrakt) 
 Antischaummittel: 30 % Silikonemulsion 
Kontrollierte Belüftung:  4 vvm, 200-1200 rpm  
       
Der Sauerstoffgehalt wurde durch eine O2-Elekrode der Firma Ingold überwacht. Der 
gemessene Sauerstoffgehalt bezog sich auf mit Sauerstoff gesättigtes Medium. Die Elektrode 
wurde unmittelbar nach dem Autoklavieren auf 0 %, und nach dem Abkühlen bei maximaler 
Drehzahl und Belüftung auf 100% kalibriert.  
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Quantifizierung des Wachstums  
Bestimmung der Zelldichte  
Die Zelldichte wurde photometrisch in einem Pharmacia Ultrospec III Photometer bestimmt. 
Die Messungen wurden bei einer Wellenlänge von 623 nm und einer Schichtdicke von 1 cm 
durchgeführt. Mehrere Zählungen in der Thomakammer ergaben, dass bei einer Kultivierung 
in Flaschen bei allen hier verwendeten Medien eine OD von 1 einer Zellzahl von 5*107 
Zellen/ml entsprach. 
 
Bestimmung der Zell-Trockenmasse 
Vor der Trockenmassebestimmung wurde zunächst das Tara von Reagenzröhrchen bestimmt, 
10 ml einer Kultur entnommen und 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert. Anschließend wurde 
das Pellet in 5 ml destilliertem Wasser gewaschen, bei 100°C über Nacht getrocknet und 
gewogen.  
 
Bestimmung der Wachstumsraten 
Während der logarithmischen Wachstumsphase wurde das Wachstums einer Kultur gemäß 
Schlegel (1992) berechnet.  
 
2.4 Physiologische Methoden  
2.4.1 Herstellung zellfreier Hefe-Rohextrakte (modifiziert nach Passoth et al., 1996) 
100 ml Kulturlösung wurden für einen Aufschluss aus dem Fermenter entnommen. Um eine 
sofortige Abkühlung der Probe zu gewährleisten, wurde diese in einen Schlauch eingeleitet, 
welcher sich in einem Eisbad befand. Aufgrund des großen Oberflächen-Volumen-
Verhältnisses erfolgte somit eine schnelle Abkühlung. Bei Probennahme aus Schüttelkulturen 
wurden die Zellen in einen mit Eis gefüllten Zentrifugenbecher gegeben. 
 
Rohextraktpuffer   
           Imidazol 50 mM 
 MgCl2  10 mM 
 KCl  100 mM 
 EDTA  0,1 mM 
 DTE  5 mM 
 pH mit HCl auf 7 eingestellt 
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Leupeptin: Stammlösung 1 mg/ml  
Pepstatin: Stammlösung 1 mg/ml  
 
Zellaufschluss: 
• Abzentrifugieren der Probe für 5 Min bei 7500 rpm und 4°C 
• Pellet in 5 ml Rohextraktpuffer aufnehmen, Zellen resuspendieren und für 5 Min bei 
3500 rpm und 4°C abzentrifugieren 
• Pellet in 500 µl Rohextraktpuffer aufnehmen und in ein kaltes Glasgefäß mit 1,5 g 
Glasperlen (0,25-0,5mm ∅) überführen 
• 0,5 Min auf dem Vortex-Schüttler schütteln und anschließend 1 Min auf Eis stehen 
lassen; 4mal wiederholen  
• Abzentrifugieren bei 15000 rpm für 15 Min bei 4°C (7500 rpm zur Messung der 
Cytochrom-c-Oxidase Aktivität) 
• Überstand in frisches gekühltes Eppendorfgefäß überführen 
• Rohextrakt bei 4°C lagern 
 
Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde die Methode nach Lowry (Bergmeyer, 1974) 
verwendet. Die Standardkurve wurde mit Rinderserumalbumin erstellt.  
 
2.4.2 Bestimmung von Enzymaktivitäten: 
Die Enzymaktivitätsmessungen wurden photometrisch in einem Kontron Uvikon 930 
Photometer bei einer Wellenlänge von 340 nm und die Bildung bzw. der Abbau von 
NADH+H+ (NAD = Nicotinamidadenindinucleotid) verfolgt. Aus der Extinktionsänderung 
über die Zeit konnte die Enzymaktivität bestimmt werden (Bergmeyer, 1974). 
 
Bestimmung der GDH-Aktivität (modifiziert nach Doherty, 1970) 
Prämix  10x: 5000µl Hepes-Puffer pH 7,8 (200 mM) 
  500µl NH4Cl (1 M) 
  200µl NADH/NADPH (15 mM) 
  2300µl H2O 
Ansatz: 800 µl Prämix + 100 µl (Rohextrakt+H2O) + 100 µl α-Ketoglutarat (100 mM) 
(Start durch Substrat); Messung bei 340 nm und 37°C für 3 min 
 
 
                                                                                                          2. Material und Methoden  
 21 
Bestimmung der ADH-Aktivität  
Die Bestimmung der Alkoholdehydrogenase (ADH) Aktivität erfolgte wie in Bergmeyer 
(1974) beschrieben.  
 
Bestimmung der PDC-Aktivität  
Die Bestimmung Pyruvatdecarboxylase (PDC) Aktiviät erfolgte wie bei Postma et al.(1989). 
 
Bestimmung der Cytochrom-c-Oxidase-Aktivität  
Die Aktivität der Ctyochromoxidase wurde wie zuvor beschrieben (Strand et al., 2003) 
bestimmt. 
 
2.4.3 Analytische Methoden  
Bestimmung der Ethanol-, Glutamat- und Zuckerkonzentration  
Die Xylose-, Glucose- und Ethanolkonzentrationen wurden mittels HPLC bestimmt. Hierzu 
wurde eine Aminex Fermentation Monitoring Säule von Biorad benutzt. Zur Detektion wurde 
ein RI-Detektor (Melz) verwendet. Die Säule wurde auf 60°C geheizt und als Laufmittel 
diente 5 mM H2SO4. 
In den Versuchen in 1000 ml Schikanekolben (Abschnitt 2.2) wurden die Konzentrationen 
von Ethanol und Glucose und Glutamat enzymatisch bestimmt (Bergmeyer, 1974). 
 
Bestimmung des Ammoniumverbrauches 
Der Ammoniumverbrauch bzw. die Ammoniumfreisetzung wurde verfolgt, indem mittels 
Kjeldahl-Verfahren die Ammoniumkonzentration im Medium bestimmt wurde (Herbert et al. 
1971).  
 
Berechnung von Verbrauchsraten 
Verbrauchsraten pro g Biomasse und pro g C-Quelle wurden gemäß Bergter (1984) 
berechnet. 
 
2.4.4 Untersuchung des Gasstoffwechsels  
Die respiratorischen Quotienten wurden mittels Oxitop-Sensomatsystem bestimmt (Fluthgraf 
et al.2003). Die Kultivierungen erfolgten, wie unter 2.3 beschrieben, in geschlossenen 
Schottflaschen. 
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Die Messungen im Warburgmanometer wurden wie beschrieben (Awe et al., 2008) 
durchgeführt. Der Hauptraum des Warburggefäße enthielt hierbei: 
 Ansatz ohne 
Hemmstoff 
Ansatz mit KCN Ansatz mit SHAM 
Sörensenpuffer 1,8ml 1,42ml 1,8ml 
Glucose oder Xylose (25 
g/L) 
1ml  1ml 1ml 
Zellsuspension 1ml 1ml 1ml 
Hemmstoff - 380 µl KCN-Lsg.  25 µl SHAM- Lsg. in DMSO  
Jeder Ansatz wurde mit und ohne KOH durchgeführt. Zur Bestimmung der endogenen 
Atmung wurde jeder Ansatz auch ohne C-Quelle durchgeführt. 
 
2.5 Molekularbiologische Methoden  
2.5.1 Isolation von DNA  
Die Isolation genomischer DNA wurde, wie bei Johnston (1988) beschrieben, durchgeführt. 
Die Protoplastierung wurde mit 0,5 mg/ml Zymolyase bei 37°C für 1,5 h inkubiert. 
Plasmid DNA aus E. coli DH5α wurde mit dem High Pure Plasmidisolation Kit der Firme 
Roche gemäss Beschreibung durchgeführt. 
 
2.5.2 Gelelektrophorese  
Gelelektrophoresen wurden mit 0,9 % Agarose-Gelen (Roth)in TBE-Puffer durchgeführt. 
Wenn die zu erwartenden Fragmente zwischen 3-5 kb  lagen, wurde ein 0,5 %iges Gel 
verwendet. Der Lauf erfolgte bei 100 mA und 50 V. Die Gele wurden mit Ethidiumbromid 
eingefärbt und unter UV-Licht (256nm) betrachtet. 
Als Grössenstandart wurde der Fermentas GeneRuler 1000 bp Ladder verwendet. 
 
Zur Isolation von DNA-Fragmenten wurden Gele aus SeaKem®GTG® Agarose (Cambrex) 
verwendet. Die Konzentration des Geles wurde anhand der Grösse der zu isolierenden 
Fragmentgrösse nach Herstellerangaben gewählt. Die Isolation aus dem Gel erfolgte mit dem 
MiniElute Gel Extraction Kit der Firma Qiagen.  
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2.5.3. In vitro DNA-Methoden  
Aufreinigung von DNA 
Amplifizierte oder restringierte DNA wurde mit dem High Pure PCR Product Purification Kit 
der Firma Roche aufgereinigt, um anschließend weiterverwendet zu werden. 
 
DNA-Konzentrationsbestimmung 
Die Konzentration von isolierter, amplifizierter oder Plasmid-DNA wurde bei 260 nm 
bestimmt. Laut Sambrook et. al. (1989) gilt dabei folgende Formel:  
[dsDNA] = A260nm * Verdünnung * 50 µg/ml 
 
Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Alle PCR-Reaktionen wurden nach Newton und Graham (1994) mit der GoTaq-DNA-
Polymerase von Promega durchgeführt. 
Zur Amplifikation von Fragmenten, die für Sequenzierungen verwendet werden sollten, 
wurde die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase von Biozym verwendet. 
 
DNA-Sequenzierung 
Alle DNA-Sequenzierungen wurden vom MWG-DNA-Sequencing-Services durchgeführt. 
Für die Sequenzierung des PsGDH2 Gens wurden die in Tab. 2.5 aufgeführten Fragmente 
amplifiziert. Zur Amplifikation des PsCox5 Genes wurden die Cox Va seq Primer verwendet 
(Tab. 2.3).  
Tab. 2.5: Position und Grösse der für die Sequenzierung von PsGDH2 amplifizierten 
Fragmente. Positionen vor, im und nach dem ORF 
Fragment/ Grösse Primer Position zum ORF 
LS / 1,5kb GDH2 seq77 GDH2 seq1500 -123 bis 1300 
MT / 1,5kb GDH2 seq1300 GDH2 seq2800 1100 bis 2600 
RT / 1,2kb GDH2 seq2200 GDH2 seq3400 2000 bis +32 
Die Sequenzierung wurde zweimal durchgeführt.  
 
Restriktion und Ligation von DNA 
DNA Restriktionen wurden mit Restriktasen von Roche durchgeführt.Für Ligationen wurde 
Roche T4-DNA-Ligase verwendet. 
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2.5.4 Transformation  
Plasmidtransformationen von E. coli DH5α wurde mittels der Gefriermethode (Sambrook et. 
al. 1989).durchgeführt. 
Hefetransformationen wurden wie in Massen et. al. (2008) beschrieben durchgeführt.  
 
2.5.5 Southern-Hybridisierungen  
Alle Southern-Analysen wurden wie bei Ausubel et. al. (1991) beschrieben durchgeführt. 
Alle für die Hybridisierung und den Chemilumenszensnachweis nötigen Reagenzien wurden 
von Roche bezogen. Bei der verwendeten Membran handelte es sich um Biodyne® B 0,45 
µm von Pall Corporation. Der Marker war Roche DNA-Molekular-Weight-Marker VII DIG-
Labled. 
 
2.5.6 DNA-Sequenzvergleiche und Sequenzanalysen 
Sequenzvergleiche wurden mit dem BLAST-Service des NCBI-Servers durchgeführt. 
Sequenzalignments erfolgten mit  Hilfe der T-Coffe-Software, Promotoranalysen mit der 
Genomatrix MAT-Inspector Software und Stammbäume wurden unter Verwendung des 
ClustalW-Algorithmus erstellt. Die Darstellung der Stammbäume erfolgte mit der TreeviewX 
Software.  
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3. Ergebnisse 
  
3.1 Nutzung von Aminosäuren als C-Quelle durch P. stipitis und 
andere Hefearten  
 
3.1.1 Spektrum der von P. stipitis genutzten Aminosäuren 
Es wurden Wachstumsversuche mit dem Stamm CBS 5776 mit verschiedenen C- und N-
Quellen in 10 ml Kulturen in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgeführt. Die Trockenmasse 
wurde nach 30 h gravimetrisch bestimmt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.1: Trockenmasse von P. stipitis CBS 5776 nach Kultivierung mit verschiedenen 
Aminosäuren als N- und als C-Quelle, abzüglich Kontrollen ohne C-Quelle; ALA mit Alanin, 
ARG mit Arginin, ASP mit Aspartat, PRO mit Prolin, GLN mit Glutamat, GLU mit Glutamat, 
GLY mit Glycin, HIS mit Histidin; Ansätze mit Glucose z.B. GGLU 
 
Wie in Abb. 3.1 zu sehen, konnte P. stipitis CBS 5776 alle der untersuchten Aminosäuren als 
Stickstoffquelle bei Wachstum in Anwesenheit von Glucose nutzen. Im Falle von Arginin, 
Prolin, Glutamin, und Glutamat als Stickstoffquelle war der Trockenmasseertrag sogar 
zwischen 20 % und 50 % höher als mit YPD- oder GAM-Medium. Diese Steigerung ist 
vermutlich, wie unten weiter ausgeführt, auf die gleichzeitige Nutzung der Aminosäuren als 
N- und C-Quelle zurückzuführen.  
Bei Kultivierung mit Aminosäuren ohne Glucose zeigte CBS 5776 überraschenderweise auf 
Aspartat-, Prolin- , Glutamat- , aber auch auf Arginin-haltigem Medium Wachstum. Der 
Ertrag auf Glutamat war am höchsten und geringer auf Aspartat oder Prolin. Auf Arginin 
wurde lediglich eine Trockenmasse von 0,9 g/L erreicht.  
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Diese Ergebnisse zeigen, dass P. stipitis in der Lage ist, Glutamat, Aspartat, Prolin, und, wenn 
auch eingeschränkt, Arginin als Kohlenstoff- und Stickstoffquellen zu nutzen.  
 
Tab. 3.1: Trockenmassen (g/L) nach Kultivierung der verschiedenen Hefen auf Medien mit 
unterschiedlichen C- und N-Quellen, YPD Medium mit 3 % Glucose, abzüglich Kontrollen 
ohne C-Quelle; Medien siehe Abb. 3.1 
Stamm YPD GAM GLU GGLU ASP GASP PRO GPRO 
C. albicans  ATCC 10231 11 9 4 10 3 9 0 11 
C. glabrata DSM 6425 11 4 1 7 2 6 1 5 
C. maltos  L4  10 9 4 12 3 16 6 20 
C. reukaufii DSM 70881 11 6 4 12 1 11 0 12 
C. sake DSM 70143 9 2 0 2 0 2,0 0 3 
C. shehatae Y-12854 8 2 2 9 7 8 2 7 
C. shehatae Y-12856 4 3 2 5 2 5 4 3 
C. shehatae Y-12857 8 8 3 9 2 12 4 11 
C. shehatae Y-12858 8 7 3 10 2 10 4 11 
C. utilis CCY 29-38-29 10 8 0 9 1 8 1 12 
C. utilits CCY 29-38-18 10 9 3 11 1 9 1 11 
D. hansenii DSM 3428 12 13 2 14 2 18 5 20 
H. capsulata Y-1889 7 5 2 5 0 5 0 5 
K. lactis CBS 2359 8 4 0 8 0 7 3 7 
K. lactis CBS 2360 8 4 0 7 0 7 3 7 
K. marxianus CBS 712 7 6 1 9 0 9 2 9 
L. lipofer CBS 2513 4 8 0 5 0 6 0 1 
L. lipofer CBS 944 4 9 0 5 0 6 0 1 
L. starkeyi CBS 16-2-1 9 10 0 10 0 10 0 1 
L. kononenkoae CBS 2514 10 10 0 14 0 15 0 2 
L. elongisporus DSM 
70320 
14 13 0 16 3 16 0 18 
P. guilliermondii DSM 
6381 
6 6 4 8 2 8 5 6 
P. stipitis CBS 5773 10 7 4 12 3 14 3 10 
P. stipitis CBS 5774 10 10 4 17 3 17 6 15 
P. stipitis CBS 5776 10 10 4 14 3 13 6 13 
P. stipitis CBS 6054 12 9 4 14 3 14 5 6 
R. rubra DSM 70403 14 9 4 11 3 10 4 10 
S. cerevisiae  ATCC 9080 11 5 0 6 0 7 0 8 
S. cerevisiae  
ATCC 24858 
11 1 0 7 0 5 0 2 
S. bayanus CBS 380 5 3 0 2 0 3 0 7 
T. beigelii CBS 2466 19 2 6 19 4 18 4 7 
T. delbreuckii CBS 818 10 4 0 6 0 6 0 8 
Y. lipolytica DSM 1345 17 11 3 16 2 14 5 6 
Z. bisporus CBS 702 11 5 0 6 0 7 0 8 
 
 
Da die Eigenschaft Aminosäuren als C-Quelle zu nutzen für P. stipitis bisher nicht 
beschrieben war und es nur wenige Kenntnisse über die Nutzung von Aminosäuren als 
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Kohlenstoffquelle durch Hefen gibt, wurde diese Fähigkeit bei einer Reihe verschiedener 
Hefearten untersucht. Für diese Versuche wurden die Aminosäuren Glutamat, Aspartat und 
Prolin ausgewählt. Die Kultivierungen erfolgten unter Schütteln für 72 h in 100 ml 
Erlenmeyerkolben mit 10 ml Medium. In Tab. 3.1 sind alle überprüften Hefen aufgeführt.  
Alle getesteten Stämme waren in der Lage, auf YPD-Medium mit 3 % Glucose zu wachsen; 
den bei weitem höchsten Trockenmasseertrag erreichten hierbei T. beigelii und Y. lipolytica. 
Ebenso waren alle getesteten Stämme in der Lage, auf GAM-Medium zu wachsen. Auf 
diesem speziell für P. stipitis entwickelten Medium (Dellweg, et al.1984) erreichte auch L. 
elongisporus eine sehr hohe Trockenmasse, während andere Stämme wie z. B. S. cerevisiae 
oder T. beigelii nur schlecht wuchsen. L. lipofer erreichte auf GAM-Medium einen doppelt so 
hohen Trockenmasseertrag wie auf YPD.  
Wie in Tabelle 3.1 aufgeführt, waren alle getesteten P. stipitis Stämme in der Lage, die 
Aminosäuren Glutamat, Aspartat und Prolin als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle zu nutzen, 
wobei die gebildete Biomasse bei Verwendung von Prolin als Kohlenstoffquelle im Vergleich 
zur Nutzung von Glutamat und Aspartat als Kohlenstoffquellen das 1,5fache bzw. 2fache 
erreichte. Dies galt jedoch nicht für die Nutzung der Aminosäuren als Stickstoffquelle in 
Gegenwart von Glucose. Hier lagen die Trockenmasseerträge dichter beieinander. Die 
höchsten Trockenmasseerträge aller getesteten P. stipitis Stämme zeigte CBS 5774.  
 
3.1.2 Spektrum der von anderen Hefen genutzten Aminosäuren 
Von den 24 getesteten Hefearten waren 16 in der Lage, Aminosäuren aus der Glutamat- 
und/oder Aspartatfamilie als einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen (siehe Tab. 3.1). Die 
Hefearten C. albicans, C. maltosa, C. shehatea, D. hansenii, P. guilliermondii, P. stipitis und 
L. elongisporus verfügen offensichtlich alle über diese Fähigkeit. Die molekular-
taxonomischen Analysen partieller Sequenzen der 26S rRNA-Gene durch Kurtzman und 
Robnett (1998) haben gezeigt, dass diese Arten dem Debaryomyces/Lodderomyces-Cladus 
zuzuordnen sind, das heißt miteinander verwandt sind. Die Fähigkeit zur Nutzung der 
einzelnen Aminosäuren war jedoch bei diesen verschiedenen Arten unterschiedlich 
ausgeprägt. Stämme der am engsten mit P. stipitis verwandten Hefe C. shehatae konnten die 
drei untersuchten Aminosäuren als C-Quelle nutzen, bildeten jedoch meistens weniger 
Biomasse. Eine Ausnahme stellte der Stamm Y-12854 dar, der mit Aspartat als C-Quelle die 
höchste Trockenmasse aller untersuchten Hefestämme bildete. P. guilliermondii und C. 
maltosa waren in ihren Biomasseerträgen mit den Stämmen von P. stipitis vergleichbar. D. 
hansenii war in der Lage, alle drei Aminosäuren als Kohlenstoffquelle zu nutzen, erreichte 
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jedoch nicht die Erträge von P. stipitis. Bei L. elongisporus wurde Biomassebildung nur auf 
Aspartat nachgewiesen.  
Die Fähigkeit, die untersuchten Aminosäuren als C-Quelle zu nutzen, war jedoch nicht auf 
Vertreter des Cladus Debaryomyces/Lodderomyces beschränkt. Die anderen hier untersuchten 
Hefen, die in der Lage waren, Aminosäuren als Kohlenstoffquelle zu nutzen, gehörten zu 
unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen: C. glabrata, K. lactis, K. marxianus zum 
Saccharomyces-Cladus, Y. lipolytica zum Cladus Stephanoascus/Metschnikowia, 
H. capsulata zum Cladus der Methanol-assimilierenden Hefen (Kurtzman und Robnett, 1998), 
R. rubra (Fell und Statzell-Tallman, 1998) und T. beigelii (Gueho et al., 1998) zu den 
basidiomycetalen anamorphen Hefen.  
20 der 34 Hefen waren in der Lage mit Glutamat als Kohlenstoffquelle zu wachsen. T. 
beigelii bildet hierbei 1,5 mal soviel Trockenmasse wie P. stipitis.  
Die beiden getesteten C. utilis Stämme unterschieden sich in ihrer Fähigkeit, auf Glutamat zu 
wachsen, deutlich. C. utilis CCY 29-38-18 bildete hier 3 g/L Trockenmasse, wohingegen 
CCY 29-38-18 nicht in der Lage war, Glutamat als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Bei H. 
capsulata ist Glutamat die einzige der drei Aminosäuren, die als Kohlenstoffquelle verwendet 
werden konnte. 
Ebenfalls 20 Hefen waren in der Lage, mit Aspartat als Kohlenstoffquelle zu wachsen. Hier 
bildete C. shehatae mit 7 g/L die meiste Trockenmasse. T. beigeilii bildet auf Aspartat 25 % 
mehr Trockenmasse als P. stipitis. Im Fall von L. elongisporus war Aspartat sogar die einzige 
der drei Aminosäuren, die als Kohlenstoffquelle genutzt werden konnte.  
20 der gestesteten 34 Hefen konnten Prolin als Kohlenstoffquelle nutzen. Dabei zeigten P. 
stipitis CBS 5774, 5776 und C. maltosa L4 mit jeweils 6 g/L die höchsten Erträge. Bei K. 
lactis war Prolin die einzige als Kohlenstoffquelle verwertbare Aminosäure.  
Zehn der getesteten Hefen zeigten kein Wachstum auf den drei Aminosäuren. Unter ihnen 
befand sich auch S. cerevisiae.  
Sechs der Hefen, die in der Lage waren, alle drei Aminosäuren als C-Quelle zu nutzen, 
zeigten ihren größten Trockenmasseertrag mit Prolin als Kohlenstoffquelle. Dies war bei D. 
hansenii und Y. lipolytica am deutlichsten. D. hansenii bildete mit Prolin als Kohlen-
stoffquelle im Vergleich zu Glutamat und Aspartat die 2,5 fache Trockenmasse pro Liter.  
 
Mit Ausnahme von K. marxianus waren alle in Tab. 3.1 aufgeführten Hefen in der Lage, die 
drei getesteten Aminosäuren als Stickstoffquelle zu nutzen. K. marxianus war als einzige 
Hefe nicht in der Lage, Prolin als Stickstoffquelle zu verwenden.  
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Einige Hefen bildeten mit Glutamat oder Aspartat als Stickstoffquelle mehr Trockenmasse als 
mit Prolin. Hierzu gehören K. marxianus, L. kononkoae, L. lipofer, L. starkeyi, R. rubra, S. 
cerevisiae, T. beigelii, und Y. lipolytica.  
S. bayanus bildete mit Prolin als Stickstoffquelle die 3,5fache Trockenmasse im Vergleich zu 
Glutamat und die 2,3fache Trockenmasse im Vergleich zu Aspartat. 
Für alle hier untersuchten Hefen wurde ermittelt, welche Form von Coenzym Q durch sie 
genutzt wird (Barnett et al., 1990), da ein Zusammenhang zwischen dieser Eigenschaft 
(Yamada et al., 1995) und der Assimilation von Aminosäuren als C-Quelle bestehen könnte. 
Bei den hier untersuchten Hefen wurden die Coenzyme Q6, Q7, Q8, Q9 oder Q10 
nachgewiesen. In allen Gruppen traten Hefen auf, die Aminosäuren als Kohlenstoffquelle 
nutzen können. Somit scheint keine Korrelation zwischen dem genutzten Coenzym Q und der 
Fähigkeit, Aminosäuren als Kohlenstoffquelle zu nutzen, zu bestehen. 
 
 
3.2 Untersuchung des C- und N-Katabolismus von Aminosäuren 
in P. stipitis CBS 5776 
 
3.2.1. Untersuchung des Wachstumsverhaltens  
Nachdem sich gezeigt hatte, dass P. stipitis in der Lage ist, auf Glutamat, Aspartat und Prolin 
als Kohlenstoff und Stickstoffquelle zu wachsen, war es von Interesse, diese Eigenschaft 
näher zu untersuchen. Hierzu wurden Wachstumsversuche durchgeführt, in denen Glutamat 
zum einen als N-Quelle in Kombination mit Glucose verwendet wurde. Zum anderen wurden 
Versuche durchgeführt, in denen Glutamat als einzige C- und N-Quelle diente. Hierzu wurden 
zunächst Wachstumsversuche in Schikanekolben bei möglichst hoher Belüftung 
vorgenommen, in deren Rahmen der Glucose- und Glutamatverbrauch, die Ethanolbildung 
und der Ammoniumgehalt des Mediums bestimmt wurden. Um es zu ermöglichen, mehrere 
Proben während einer Kultivierung zu entnehmen, wurden Ansätze von 200 ml Volumen in 
1000 ml Kolben durchgeführt. Wie in Abb. 3.2 A dargestellt, zeigte P. stipitis CBS 5776 bei 
Kultivierung auf Glutamat und Glucose (GGLU) ein sehr ähnliches Wachstumsverhalten 
verglichen mit der Kultivierung auf Glucose und Ammonium (GAM). Wie in Tabelle 3.2 zu 
sehen, sind die Wachstumsraten für diese Medien sehr ähnlich. In Gegenwart von Glutamat 
und Glucose wurde jedoch am Ende der Kultivierung eine höhere Trockenmasse als mit 
Ammonium und Glucose erzielt. CBS 5776 bildete mit Glutamat und Glucose 31 % mehr 
Trockenmasse als bei der Kultivierung auf Glucose und Ammonium.  
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Abb. 3.2: A) Trockenmasse, B) Glucosegehalt, C)     
Glutamatgehalt, D) Ammoniumgehalt, C) Ethanolgehalt 
in Kulturen von P. stipitis CBS 5776 auf GAM (○), 
Glutamat und Glucose (□), und Glutamat (∆), Mittelwerte 
aus zwei Versuchen 
 
 
Bei Kultivierung mit Glutamat als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle (GLU) wird, wie 
ebenfalls in Abb. 3.2 und Tab. 3.2 zu sehen ist, eine deutlich geringere Wachstumsrate 
erreicht. Auch fällt die Biomassebildung bei dieser Kultivierung niedriger aus. Es wurde 
weniger als die Hälfte, verglichen mit der Kultivierung auf GAM, und weniger als ein Drittel, 
verglichen mit der Kultivierung auf GGLU, erreicht. Hier ist allerdings zu beachten, dass in 
diesen Versuchen nur 10 g/L Glutamat im Vergleich zu 30 g/L Glucose verwendet wurden. 
Die geringere Wachstumsrate wird dadurch jedoch nicht erklärt.  
 
Tab. 3.2: Wachstumsraten von P. stipitis CBS 5776 auf 
Glucose und Ammonium (GAM), Glutamat/Glucose-
Medium (GGLU), und Glutamat-Medium (GLU) in 
Schikanekolben 
 
 
Medien Wachstumsrate µ 
GAM 0,29 
GGLU 0,27 
GLU 0,22 
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Wenn man den Glucoseverbrauch in Abb. 3.2B betrachtet, zeigt sich, dass dieser für GAM- 
und GGLU-Medium fast identisch ist. Bei beiden Kulturen fällt auf, dass der Glucose-
verbrauch einen biphasischen Verlauf zeigt. Hier kann ein Zusammenhang mit dem Einsetzen 
der Ethanolbildung, die für die respiro-fermentative Verhaltensweise dieser Hefe 
charakteristisch ist, bestehen. 
Der in Abb. 3.2C dargestellte Glutamatgehalt zeigt, dass die Aminosäure in Gegenwart von 
Glucose langsamer und nicht vollständig verbraucht wird. Bei Kultivierung auf GLU-Medium 
war das Glutamat nach  12 h vollständig verbraucht, wohingegen in GGLU-Medium noch 29 
% der Ausgangsmenge übrig war. Selbst nach 26 h waren im GGLU Ansatz noch immer 23 
% Glutamat vorhanden. 
Es war von Interesse, in den Wachstumsversuchen mit Glutamat den Verbleib des 
aufgenommenen Stickstoffs zu untersuchen, dessen Menge weit über dem Bedarf der Zellen 
liegen sollte. In Abb. 3.2D ist dargestellt, dass CBS 5776 beim Wachstum mit Glutamat als 
einziger Kohlen- und Stickstoffquelle Ammonium ins Medium entlässt. Am Ende wurden 89 
% des im Glutamat-Medium enthaltenen Ammoniums freigesetzt.  
Im Vergleich dazu wurde bei Wachstum auf Glutamat und Glucose kein freies Ammonium 
im Medium gemessen. Bei Kultivierung auf Glucose und Ammonium nahm der Ammonium-
gehalt des Mediums während der 26 h Kultivierung um 600 mg ab.  
Es war darüber hinaus von Interesse, den Zusammenhang zwischen Ethanolbildung und Art 
der N-Quelle bei Wachstum auf Glucose zu untersuchen. Wie aus Abb. 3.2E ersichtlich, 
beginnt die Ethanolbildung nach ungefähr vier Stunden. Der Ethanolgehalt in den 
Glucose/Glutamat-Kulturen erreichte jedoch einen um das 2,5fache höheren Wert im 
Vergleich zu den Glucose/Ammonium-Kulturen. Nach etwa 12 h sank der Ethanolgehalt 
drastisch, bis er nach 26 h bei Null lag. Diese Abnahme ist auf die bekannte Reassimilation 
des gebildeten Alkohols unter aeroben Bedingungen zurückzuführen. Abb. 3.3A zeigt, dass 
die spezifische Glucoseverbrauchsrate für CBS 5776 bis auf den ersten Wert nach 2 h auf 
Medium mit Glutamat und Glucose über der auf Medium mit Ammonium liegt. Dies kann im 
Zusammenhang mit der anscheinend erhöhten Ethanolbildung in dem Glucose/Glutamat-
Medium stehen.  
Die in Abb. 3.3B dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass die spezifische Glutamat-
verbrauchsrate in reinem Glutamat-Medium deutlich höher ist als in glutamathaltigem 
Glucose-Medium. Das liegt vermutlich an der erhöhten Glutamataufnahme der Zellen unter 
diesen Bedingungen.  
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Abb. 3.3: A) Spezifischer Glucoseverbrauch, B) spezifischer Glutamatverbrauch von P. 
stipitis CBS 5776, auf GAM (○), Glutamat und Glucose (□), und Glutamat (∆); 200 ml 
Kulturvolumen in 1000 ml Schikanekolben; Mittelwerte aus zwei Versuchen 
 
 
Tab. 3.3: Erträge von P. stipitis CBS 5776 in Schikanekolben auf GAM, Glutamat und 
Glucose (GGLU), und Glutamat (GLU) bezogen auf die molare Menge an 
Kohlenstoffquellen Glucose und Glutamat, oder Glucose alleine  
Erträge g Trockenmasse/ mol 
C-Quelle (Glucose) 
g Ethanol/ mol C-Quelle 
(Glucose) 
g Ethanol/ g 
Trockenmasse 
GAM 99 16 0,26 
GGLU 99 (125) 23 (31) 0,36 
GLU 90 - - 
 
Wie aus Tab. 3.3 ersichtlich ist, bildete P. stipitis CBS 5776 bei Kultivierung auf Glucose die 
gleiche Menge Trockenmasse pro Mol C-Quelle im Vergleich zur Kultivierung auf Glucose 
und Glutamat. Bei Kultivierung auf Glutamat als Kohlenstoffquelle liegt der 
Trockenmasseertrag pro Mol C-Quelle nur um 10 % unter dem, der in den Kultivierungen mit 
GAM und Glutamat und Glucose bestimmt wurde. 
Der Unterschied in der Ethanolbildung fiel bei den Erträgen nicht so stark aus wie bei den 
absoluten Werten in Abb. 3.2 E. Bezogen auf das Mol C-Quelle bzw. auf die gebildete 
Trockenmasse, wurde auf Glucose und Glutamat nur 1,4 mal soviel Ethanol gebildet wie auf 
Glucose allein.  
Dennoch bleibt festzuhalten, dass CBS 5776 in Gegenwart von Glutamat auch unter aeroben 
Bedingungen, wie sie in den Schikanekolben herrschten, mehr Ethanol bildete als auf GAM.  
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3.2.2 Untersuchung des Glutamatkatabolismus 
Es war interessant zu untersuchen, welche Besonderheiten die Fähigkeit zur 
Glutamatassimilation in P. stipitis bestimmen. Es war möglich, dass Glutamatdehydrogenasen, 
deren Funktion bei S. cerevisiae sehr gut bekannt ist, dabei eine wesentliche Rolle spielen.  
Wie in der Einleitung dargestellt, besitzt S. cerevisiae drei Glutamatdehydrogenase-Gene 
(GDH1,2,3). Die Suche in der P. stipitis Genom-Datenbank (Jeffries et al., 2007) ergab zwei 
homologe Regionen, eine zum ScGDH3 Gen (ORFYAL062W) und eine zum ScGDH2 Gen 
(ORF YDL215C). Das Ortholog des ScGDH3 Genes wurde als PsGDH3 annotiert (Jeffries et 
al., 2007), obwohl es kein weiteres Gen in P. stipitis zu geben scheint, welches für eine 
GDH1, das heißt eine NADPH-abhängige N-anabolische Glutamatdehydrogenase codieren 
könnte. Das Ortholog des Genes ScGDH2, welches für NAD-abhängige N-katabolische 
Glutamatdehydrogenase codiert, wurde von Jeffries et al. (2007) übereinstimmend mit der 
Sequenz in S. cerevisiae als PsGDH2 annotiert.  
Um die Beteiligung der beiden Enzyme am Glutamatmetabolismus bei P. stipitis näher zu 
untersuchen, wurden die Aktivitäten in Extrakten von Zellen untersucht, die unter 
verschiedenen Bedingungen auf verschiedenen C- und N-Quellen kultiviert wurden.  
 
3.2.2.1 Bestimmung der GDH-Aktivitäten in Zellen aus Schüttelkulturen 
Anfänglich bereitete es Schwierigkeiten, die Aktivität einer NAD-abhängigen 
Glutamatdehydrogenase nachzuweisen. Es stellte sich jedoch heraus, dass die PsGDH2 
Aktivität dann detektiert werden konnte, wenn die Reaktion mit NADH als Cofaktor und mit 
α-Ketoglutarat und NH4
+ als Substrat gestartet wurde. Das zeigt, dass das Gleichgewicht der 
Reaktion der GDH2 zum Glutamat hin verschoben ist. 
 
Zunächst wurden Schüttelkulturen von P. stipitis CBS 5776 in Schikanekolben durchgeführt, 
in denen die Aktivitäten der GDH3 und GDH2 bestimmt wurden. Hierzu wurden die Kulturen 
aus einer Übernachtkultur beimpft und nach 5 h geerntet.  
Als Medium wurden GAM, GLU, GLUAM, ASP. ASPAM, GASP, sowie GAMGLU und 
GAM+Hefeextrakt verwendet.  
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Abb. 3.4: Enzymaktivitäten von 
GDH3 (□) und GDH2 (■) in P. 
stipitis CBS 5776 in Homogenaten 
von Zellen nach der Kultivierung in 
GAM, Glutamat/Glucose, 
Glutamat, Glutamat/Ammonium, 
Aspartat , Aspartat/Glucose, 
Aspartat/Ammonium; 50 ml in 500 
ml Schikanekolben; Probennahme 
nach 5 h; Mittelwerte aus drei 
Versuchen 
 
 
 
Wie in Abb. 3.4 dargestellt, war die Aktivität der PsGDH3 auf GAM-Medium, das 
ausschließlich Ammonium als Stickstoffquelle enthält am höchsten, gefolgt von Glucose-
Medium mit Glutamat oder Aspartat. In allen Medien ohne Glucose war keine PsGDH3-
Aktivität nachweisbar. Hingegen war in allen Ansätzen die Aktivität von PsGDH2 meßbar, 
wenn auch auf GAM, GGLU und GASP nur in geringerem Umfang. Die höchsten Aktivitäten 
von PsGDH2 wurden auf ASP und GASP ermittelt. Mit ASP-Medium war die PsGDH2 
Aktivität 4 mal so hoch wie mit Glutamat-Medium. Bei Kultivierung mit Aspartat und 
Ammonium war die GDH2 Aktivität 50 % höher als mit Glutamat und Ammonium. 
Auffallend ist, dass die PsGDH3 Aktivität auf Glutamat/Ammonium dreimal so hoch war wie 
auf Glutamat allein.  
Die hohen Aktivitäten von PsGHD2 in Gegenwart von Glutamat und Ammonium, sowie in 
Gegenwart von Glutamat als alleiniger N-und C-Quelle, deuten darauf hin, dass die GDH2 für 
die Nutzung von Glutamat als Kohlenstoffquelle von Bedeutung ist.  
Weiterhin wurden die Enzymaktivitäten von GDH2 und GDH3 noch auf GAM/Glutamat, also 
in Anwesenheit von Glucose, Ammonium und Glutamat sowie in GAM+1 % Hefeextrakt 
bestimmt. 
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Abb. 3.5: Enzymaktivitäten von GDH3 (□) und 
GDH2 (■) in P. stipitis CBS 5776 in 
Homogenaten nach Kultivierung auf GAM-
Medium mit Glutamat und GAM-Medium mit 
1 % Hefeextrakt (YE); Kultivierung 50 ml in 
500 ml Schikanekolben; Mittelwerte aus zwei 
Versuchen  
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Die in Abb. 3.5 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit von Glutamat als 
zusätzliche N-Quelle bei der Kultivierung auf GAM keinen Einfluss auf die Aktivität der 
GDH2 hatte (vergleiche Abb. 3.4). Allerdings war die Aktivität der GDH3 bei Kultivierung in 
GAM-Medium mit Glutamat um etwa 50 % geringer als auf reinem GAM-Medium. Bei 
Kultivierung in GAM mit 1 % Hefeextrakt zeigten beide Enzyme eine sehr geringe Aktivität. 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Glutamat, welches immerhin in einer Konzentration 
von 1 % im Medium vorhanden war, in Gegenwart von Ammonium nicht als bevorzugte N-
Quelle genutzt wird. Während Hefeextrakt, welcher unter anderem ein Gemisch aller 
proteinogenen Aminosäuren enthält, die Nutzung von Ammonium offensichtlich reprimiert.  
 
3.2.2.2 Bestimmung der GDH-Aktivitäten in Zellen aus Fermenterkulturen  
Im Fermenter sind Kultivierungen unter konstanten Bedingungen besser möglich als in 
Schüttelkulturen. Darüber hinaus lässt das größere Kulturvolumen die Entnahme von Proben 
zu, ohne dass die Bedingungen wesentlich verändert werden. Deshalb wurden die 
enzymatischen Aktivitäten der GDH3 und der GDH2 von P. stipitis CBS 5776 bei 
kontrollierter Belüftung im Fermenter untersucht.  
Als Medien wurden wieder GAM, GGLU und GLU verwendet und der Sauerstoffgehalt 
wurde zunächst bei 80 % Sättigung konstant gehalten. Während der Fermentation wurden 
über einen Zeitraum von 8 h während der Wachstumsphase Proben entnommen und die 
Enzymaktivitäten in Rohextrakten bestimmt. Parallel wurde das Wachstum über die optische 
Dichte verfolgt. In den ersten Versuchen wurde der Fermenter morgens mit einer 
Übernachtkultur beimpft und ummittelbar mit der Messung begonnen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.6: Wachstum von P.stipitis CBS 5776 in 
Fermentationen mit 80 % Sauerstoffsättigung  
in auf GAM (○), Glutamat/Glucose (□), und 
Glutamat (∆)  
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Wie Abb. 3.6 zeigt, verhielten sich die Kulturen im Fermenter auf GAM, Glutamat-Glucose 
und Glutamat ähnlich im Wachstum, sie befanden sich in der frühen log-Phase. Im Gegensatz 
zu den Ergebnissen der Versuche in Schüttelkulturen (siehe 3.2.1) zeigten die Zellen mit 
Glutamat keine geringere Wachstumsrate als die mit Glucose-Ammonium oder 
Glucose/Glutamat.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.7 zeigt die Aktivitäten von GDH3 und GDH2. Die Aktivität von GDH3 war auf 
GAM-Medium am höchsten und stieg während der Kultivierung um mehr als 100 % an. In 
diesem Medium mit Ammonium als einziger Stickstoffquelle und Glucose als C-Quelle lag 
ihre Aktivität deutlich über der, die bei Kultivierung auf Glucose-Medium mit Glutamat 
gemessen wurde. Auf diesem Medium stieg die Aktivität über die Kultivierungszeit an, 
allerdings nicht so wie auf GAM-Medium. Die GDH3 Aktivität auf Glutamat-Medium war 
praktisch nicht nachweisbar. Somit zeigt sich ein ähnliches Resultat wie in den 
Schüttelkulturen in Absatz 3.2.2.1, nämlich dass die GDH3 nur in Gegenwart von Glucose als 
C-Quelle und nicht in Gegenwart von Glutamat als C-Quelle aktiv war. 
Die Ergebnisse der Fermenterversuche machten außerdem deutlich, dass die GDH2 bei 
Wachstum auf Glutamat als einziger C- und N-Quelle eine hohe Aktivität, die während der 
Kultivierung sogar um das vierfache anstieg, zeigte. Da es sich um einen ungewöhnlich hohen 
Anstieg handelte wurde diese Fermentation zweimal durchgeführt, um die Daten zu 
bestätigen. Die Ergebnisse aus den Schüttelkulutren mit Glutamatmedium, in denen die hohe 
GDH2-Aktivität ebenfalls für eine Aktivierung des Enzyms sprach, wurde durch die 
Fementerkulturen bestätigt. Mit Glutamat/Glucose-Medium wurde ebenfalls eine Erhöhung 
der GHD2-Aktivität gemessen. Bei Fermenterkulturen mit GAM-Medium war die Aktivität 
der GDH2 am geringsten.  
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Abb. 3.7: Enzymaktivität 
der GDH3 und GDH2 in 
Homogenaten von 
P.stipitis CBS 5776 aus 
Fermentationsversuchen 
mit 80 % Sauerstoff-
sättigung in GAM, 
Glutamat/Glucose und 
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In den Fermentationsversuchen wurde beobachtet, dass sowohl die GDH2 als auch die GDH3  
in allen Medien (ausgenommen PsGDH3 bei Kultivierung mit GLU) über die Zeit einen 
Anstieg der Aktivität zeigten. Dieser Effekt ist nicht ohne weiteres zu erklären, da 
Bedingungen wie Sauerstoffangebot und pH-Wert während der Kultivierung konstant 
gehalten wurden. Möglicherweise spielt jedoch die steigende Zelldichte, die über einen 
unbekannten Quorum-Sensing-Mechanismus bei steigender Populationsgröße auf den 
Metabolismus der Zellen einwirkt, eine Rolle.  
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Schüttel- und Fermenterkulturen, dass die Zellen 
bei Kultivierung auf Glutamat als einziger C- und N-Quelle die GDH2-Aktivität, aber nicht 
die GDH3-Aktivität, exprimieren. Bei Wachstum auf Glucose als C-Quelle und Ammonium 
als N-Quelle war die GDH3-Aktivität am höchsten, während die Expression der GDH2 nur 
marginal erfolgte. Bei Wachstum auf Glucose als C-Quelle und Glutamat als N-Quelle 
zeigten beide, sowohl die GDH3 als auch die GDH2 Aktivitäten auf mittlerem Niveau.  
Die hier gefundene Korrelation zwischen GDH2-Aktivität und Glutamatverfügbarkeit macht 
es notwendig, die Rolle des Enzyms im Glutamatkatabolismus näher zu untersuchen.  
 
Eine weitere Fragestellung bestand darin, ob beim Übergang von der logarithmischen in die 
stationäre Phase eine Veränderung der GDH-Aktivitäten zu beobachten ist. In diesen 
Versuchen wurde ausschließlich GAM-Medium verwendet. Der Fermenter wurde am einer 12 
h alten Vorkultur beimpft. Die Probennahme begann nach 16 h und wurde bis 23,5 h 
durchgeführt. Weil sich die Korrelation zwischen OD und Zellzahl mit dem Übergang in die 
stationäre Phase änderte, erfolgte die Bestimmung des Wachstums über die Zählung der 
Zellen in der Thomakammer. 
Unter diesen Bedingungen war nur eine minimale GDH2-Aktivität messbar (Abb. 3.8A).  
Jedoch zeigte die Aktivität der GHD3 einen deutlichen Anstieg zwischen 19 h und 20,5 h. Bis 
19 h lag die Aktivität konstant bei ca. 1000 mU/mg, dann erfolgte ein Anstieg um 50 %. 
Dieses Niveau wurde bis 23,5 h beibehalten. Wenn man die Zellzahl betrachtet sieht man, 
dass der Anstieg der Aktivität bei Zellzahlen zwischen 3*108 und 4*108 pro ml stattfand. Die 
Wachstumskurve zeigte in diesem Bereich eine Abnahme der Wachstumsrate, die dem 
Übergang in die stationäre Phase entsprach. Somit beziehen die metabolischen und 
physiologischen Umstellungen, die beim Übergang in die stationäre Phase durchlaufen 
werden, auch die GDH3 mit ein. Vor dem Shift in der Aktivität zeigte die GHD3 ein 
Aktivitätsniveau, wie es bei den in diesem Absatz bereits beschriebenen Fermentationen mit 
GAM-Medium zu beobachten war. Eine mögliche Erklärung der Aktivitätssteigerung der 
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A) B) 
Abb. 3.8: A) Enzymaktivität von PsGHD3 (■) und PsGDH2 (□), und 
B)Wachstums von P .stipitis CBS 5776;  Kultivierung in GAM-Medium 
und bei 80 % Belüftung; Mittelwerte aus drei Versuchen 
 
GDH3 mit dem Eintritt in die stationäre Phase ist, dass die Zellen verstärkt Aminosäuren 
synthetisieren, um sie als Vorrat akkumulieren.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3 Disruption des GDH2-Genes  
Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Disruption des GDH2 Genes in P. stipitits durchgeführt 
werden, da die Bestimmung der Enzymaktivitäten einen deutlichen Hinweis auf die 
Bedeutung von PsGDH2 im C-Katabolismus von Glutamat lieferte. Um diese Annahme zu 
belegen, wurde das Gen PsGDH2 disruptiert. Wenn das PsGDH2 Gen wirklich für die 
Nutzung von Glutamat als Kohlenstoffquelle verantwortlich wäre, so sollte seine Disruption 
diese Fähigkeit unterbinden.  
Um dieses zu vereinfachen sollte zunächst ein System etabliert werden, welches ein effiziente 
Integrationsmutagenese ermöglicht.  
 
3.2.3.1 Etablierung eines Systems zur gezielten Gendisruption in P. stipitis  
Eine effiziente, gerichtete Integrationsmutagenese ist nur in wenigen Mikroorganismen 
möglich (Klinner und Schäfer, 2003). Die Effizienz kann dadurch erhöht werden, dass das 
Doppelstrangbruch-Reparatursystem über das nicht-homologe Endjoining (NHEJ) in den 
Zellen unterdrückt wird (Kooistra et al., 2004; Maassen et al., 2008). Eine Möglichkeit dafür 
ist die Disruption des Genes KU80, welches eine Schlüsselrolle im NHEJ-Reparaturweg 
spielt. 
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Herstellung der PsKU80-Disruptionskassette  
Der Aufbau des zu konstruierenden Disruptionsvektors ist in Abb. 3.9 dargestellt. Eine 
Genbanksuche mit der Aminosäuresequenz des K. lactis KU80-Genes lieferte eine Homologie 
zu P. stipitis ORF 67185. Für die Vektorkonstruktion wurde zunächst ein DNA Fragment, das 
sowohl den gesamten ORF 67185 als auch  flankierende Sequenzen von 180 bp 
stromaufwärts und 100 bp stromabwärts umfasste, amplifiziert. Dies geschah unter 
Verwendung der Primer KU80 3´ und 5´ mit Gesamt-DNA des Stammes PJH als Template. 
Durch die  Sequenz der Primer wurden am 5´-Ende des Amplifikats eine SalI und am 3´-Ende 
eine SacI Schnittstelle generiert.  
 
Abb 3.9: Schematische Darstellung der PsKU80-Trp5-Transformationskassette; die 616 bp 
Sequenz entspricht ORF-Position 1-616; die 450 bp ORF-Position 1889-2336 
 
Nach Aufreinigung wurde dieses Amplifikat nacheinander mit SalI und SacI verdaut. 
Anschließend erfolgte eine Ligation in die MCS von pUC19 und der Ligationsansatz wurde in 
E. coli DH5α transformiert. Mit Hilfe der Blau-Weiss-Selektion wurden letztlich Plasmide 
gewonnen, deren Inserte mittels PCR und den Primern KU80 3´ und 5 überprüft wurden. Ein 
Plasmid, mit dem bei dieser PCR ein 2,5 kb Fragment entstand, welches der Länge des ORFs 
mit Flanken entsprach, wurde zur weiteren Verwendung ausgewählt. Dieses Plasmid wurde 
als pUC19PsKU80 bezeichnet.  
Anschließend wurde das Plasmid pUC19PsKU80 mit den Enzymen Bst1107 und XhoI 
geschnitten. Dafür wurden zwei native Restriktionsschnittstellen in der Sequenz des PsKU80 
genutzt und ein 1,2 kb großer Teil der PsKU80 Sequenz aus dem Plasmid pUC19PsKU80 
entfernt. Die im Plasmid verbliebenen Sequenzen des PsKU80 waren die beiden Regionen 
von ORF-Positon 1-616 bp und von ORF-Position 1889-2336 bp. Das Plasmid mit den beiden 
verbliebenen Fragmenten des PsKU80 wurde mittels Gelextraktion aufgereinigt. 
Danach wurde das S. cerevisiae Trp5 Gen amplifiziert. Dies geschah mit dem Plasmid 
pSwAT-1 (Piontek  et al., 1998) als Template und den Primern TRP5-5´und TRP5-3´. Durch 
die Sequenz der Primer entstanden am 5´-Ende I eine Bst1107- und am 3´-Ende eine XhoI- 
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Schnittstelle. Das erhaltene Amplifikat wurde aufgereinigt, mit Bst1107 und XhoI verdaut, 
und nochmals aufgereinigt.  
Nun wurde eine Ligation zwischen dem pUC19 Plasmid mit den Flanken des PsKU80 ORFs 
und dem zuvor verdauten TRP5 Amplifikat durchgeführt. Dieser Ligationsansatz wurde 
wiederum verwendet, um E. coli DH5α zu transformieren. Aus den Transformanten wurde 
Plasmid-DNA isoliert. Als Ergebnis wurde ein Konstrukt erwartet, welches das ScTRP5  
zwischen den beiden ORF-Fragmenten von PsKU80 trug und in der MCS von pUC19 lag. 
Bei Verwendung dieses Konstruktes als PCR-Template wurde mit den Primern pUCuni und 
pUCrev ein Amplifikat von 4 kb Länge erwartet. Ein Plasmid, welches als Template dieses 
Amplifikat lieferte, wurde zur weiteren Verwendung ausgewählt und als pSF1 bezeichnet.  
Von diesem Plasmid pSF1 wurde mit den Primern KU80 5´ und 3´ die Disruptionskassette für 
die Transformation amplifiziert und aufgereinigt. Dieses Amplifikat wurde zur Sequenzierung 
gegeben, um den korrekten Aufbau sicherzustellen, der in Abb. 3.9 dargestellt ist. Die 
Transformation wurde gemäß Maassen et al. (2008) durchgeführt.  
 
Disruption des KU80-Genes in P. stipitis PJH his3 trp5  
Aus etwa 100 prototrophen Transformanten wurde in Pools zu jeweils 20 chromosomale 
DNA isoliert, welche als Template für eine PCR mit den Primern KU80int-5´ und KU80int-
3´diente. Die Primer binden 400 bp stromabwärts und 500 bp stromaufwärts des PsKU80 
ORF. Dies hatte zur Folge, dass sie bei Verwendung von Wildtyp-DNA ein Amplifikat von 
3,2 kb und bei korrekter Integration der Kassette ein Amplifikat von 4,9 kb liefern würden. 5 
der hundert geprüften Transformanten zeigten das PCR-Amplifikat der erwarteten Länge. In 
Abb. 3.10A ist dies beispielhaft für eine Transformante dokumentiert. 
Mit der DNA einer solchen Transformante wurde eine Southern-Hybridisierung durchgeführt 
. Hierzu wurde die Gesamt-DNA der Transformante mit NcoI verdaut und mit einer Sonde 
mit Homologie zur linken Flanke der KU80-Disruptionskassette hybridisiert. Die Sonde 
bindet an die Basen 1 bis 300 des PsKU80 ORFs. Wenn die Kassette nur im PsKU80 
integriert wäre und keine weitere Integration ins Genom stattgefunden hätte, würde man nach 
der Hybridisierung nur ein Signal erhalten, welches sich auf einer Höhe von 2,3 kb befände. 
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Wie aus der Abb. 3.10B zu ersehen ist, wurde in der Southern-Hybridisierung ausschließlich 
das erwartete 2,3 kb Fragment erhalten. Diese beiden Resultate zeigen, dass die PsKU80Trp5-
Kassette in das PsKU80 Gen integriert war. Der als positiv getestete und weiterverwendete 
Stamm erhielt die Bezeichnung SF1 his3 ∆ku80. 
 
Transformationseffizienz von SF1 his3 ∆ku80 
Ehe der Stamm SF1 für die Disruption des GDH2-Genes verwendet werden sollte, wurden die 
Auswirkungen der KU80-Disruption auf die Transformationseffizienz untersucht. Diese 
Untersuchungen dienten dazu, die später mit der GDH2-Disruptionkassette erhaltenen 
Transformationsausbeuten besser beurteilen zu können.  
Um zu bestimmen, welche Auswirkungen die Disruption des PsKU80 Genes auf die 
Transformierbarkeit hatte, wurden verschiedene Transformationsansätze durchgeführt. Es 
wurde das autonome Plasmid pJH-S-1 in linearer und zirkulärer Form verwendet. Die 
Linearisierung erfolgte durch einen Restriktionsverdau mit PstI. Darüber hinaus wurde auch 
eine Transformation mit einem 1,7 kb grossen PCR-Amplifikat des PsHIS3 Genes 
durchgeführt. Zuvor war gezeigt worden, dass dieses Fragment ausreicht, um die 
Histidinauxotrophie zu komplementieren (Maassen et al., 2008).  
 
Tab. 3.4: Ausbeuten bei jeweils zwei Transformationsexperimenten von P. stipitis PJH his3 
trp5 und SF1 his3 ∆ku80, je Ansatz wurden jeweils 1 µg DNA verwendet  
 pJH-S-1 zirkulär pJH-S-1 linear HIS3-Amplifikat 
P. stipitis PJH his3 trp5 720/680 7300/7000 946/956 
SF1 his3 ∆ku80 480/430 850/1300 25/26 
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Abb 3.10: A) ) PCR PJH und ∆PsKU80 mit 
KU80int Primern; B) Southern-Hybridisierung 
mit einer Sonde zur linken Flanke des PsKU80 
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Wie in Tab. 3.4 zu sehen ist, liegen die Transformationsausbeuten für SF1 his3 ∆ku80 
deutlich unter denen von P. stipitis PJH his3 trp5. Dieser Unterschied wurde ganz besonders 
bei der Transformation mit dem PsHIS3-Amplikat deutlich, welches auf eine Integration ins 
Genom angewiesen ist, um die Auxotrophie stabil zu komplementieren. 
Alle weiteren Charakterisierungen des Stammes SF1 his3 ∆ku80 und die genaue Bestimmung 
der Rate homologer Integration wurden im Anschluss durch N.Maassen durchgeführt 
(Maassen et al., 2008).  
 
3.2.3.2 Disruption des PsGDH2 Genes in P. stipitis SF1 his3 ∆ku80 und 
Charakaterisierung der Disruptanten  
Zunächst wurde mit der S. cerevisiae GDH2 Sequenz in der P. stipitis Genomdatenbank 
(Jeffries et al., 2007) nach Homologien gesucht. Die Suche lieferte die Sequenz eines ORF 
von 3167 bp Länge (ORF 78004), beginnend bei Position 1725948 auf Chromosom 5.1. Diese 
Sequenz wurde für die Disruption ausgewählt. Bei der Vektorkonstruktion diente 
chromosomale DNA aus P. stipitis PJH als Template für PCR-Amplifikationen. Zunächst 
wurden unter Verwendung der Primern GDH2-LF 5´ und 3´ von Position 401 bis 922 bp in 
ORF 78004 ein Fragment, das als linke Flanke bezeichnet wurde, amplifiziert.  
Von ORF Position 2929-3226 bp wurde mittels der Primer GDH2-RF 5´ und 3´ ein Fragment, 
das als rechte Flanke bezeichnet wurde, amplifiziert . Somit ergab sich eine linke Flanke von 
522 bp und eine rechte Flanke von 298 bp Länge. Die Primer waren derart gestaltet, dass am 
3´-Ende der linken Flanke eine NotI-Restriktionsschnittstelle entstand. Die rechte Flanke trug 
nach der Amplifikation eine BamHI-Restriktionsschnittstelle am 5´-Ende.  
Anschließend wurde mit den Primern HIS-5´ und HIS-3´ und dem Plasmid pNMPsHis3  der 
1,7 kb große PsHIS3 Leserahmen amplifiziert. Hier wurden durch die Wahl der 
Primersequenz eine BamHI-Schnittstelle an das 5´ und eine NotI-Schnittstelle an das 3´-Ende 
angefügt. 
Danach wurden die linke Flanke und das HIS-Amplifikat mit NotI verdaut, aufgereinigt und 
zusammen in eine Ligation eingesetzt. Von dieser Ligation wurde unter Verwendung der 
Primern GDH2-LF-5´ und HIS-3´ eine PCR, welche ein Amplifikat von 2,2 kb Größe ergab, 
durchgeführt. Diese Größe entsprach dem Ligationsprodukt des PsHis3-Amplifikates und der 
linken PsGDH2-Flanke. Nach Aufreinigung wurde das hierbei erhaltene Amplifikat sowie die 
rechte PsGDH2-Flanke mit BamHI verdaut, aufgereinigt, und anschließend zusammen in eine 
Ligation eingesetzt. Dieser Ligationsansatz diente als Template für eine PCR, welche mit den 
Primern GDH2-LF-5´ und GDH2-RF-3´durchgeführt wurde. Das Resultat dieser PCR war ein 
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2,5 kb langes Amplifikat, dessen Länge dem PsHis3 Fragment mit den beiden PsGDH2 
Flanken entsprach. Es wurde aufgereinigt und als PsGDH2-Disruptionskassette verwendet 
(Abb. 3.11). Die Transformation mit der Kassette wurde durchgeführt, wie in Maassen et al. 
(2008) beschrieben. Als Transformationsstamm diente SF2 ∆ ku80 ∆gdh2, der vorher wie in 
Kapitel 3.2.3 beschrieben, konstruiert wurde.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Es wurden 35 Transformanten (Ausbeute 5 pro µg DNA) erhalten; alle waren nicht mehr in 
der Lage, mit Glutamat als Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle zu wachsen. Um die 
Integration des Disruptionsvektors nachzuweisen, wurde aus vier Transformanten DNA 
isoliert, um PCR-Amplifikationen durchzuführen. Für die PCR wurden Primer gewählt, die 
42 bp stromabwärts und 336 bp stromaufwärts (GDH2 Kon-5´ Kon-3´) des ORF 78004 
binden. Somit wird mit der DNA des Wildtyps als Template ein Amplifikat von 3,5 kb 
erhalten. Bei homologer Integration der Kassette wird mit der DNA der Transformanten als 
Template ein Amplifikat von 3,2 kb erwartet. Dieses Amplifikat von 3,2 kb Länge wurde bei 
allen vier Transformanten erhalten und ist stellvertretend durch die Transformante SF2 ∆ku80 
∆gdh2 in Abb. 3.12A dargestellt.Von der gleichen Transformante wurde chromosomale DNA 
isoliert, mit NcoI restringiert und für eine Southern-Hybridisierung verwendet. Diese wurde 
8,5 kb 
 
 
4,8 kb 
 
3,6 kb 
4 kb 
 
3,5 kb 
 
3 kb 
1.        2.       3.                       1.            2.   A)                                                     B)          
Abb. 3.11: Schematischer Aufbau der PsGDH2-Disruptionskassette. 
Abb. 3.12: A) Southern-Hybridisierung NcoI verdauter chromosomaler DNA mit 
HIS3-Sonde. Roche Marker VII. B) PCR mit Kon-5´ und Kon-3´, 1. SF2 ∆ 
ku80∆gdh2, 2. SF1 ∆ku80, 3. RevSF2 ∆ku80 ∆gdh2  
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mit einer Sonde, die an Position 700-902 bp des PsHIS3 ORFs bindet, durchgeführt. Die 
Sonde wurde mit Hilfe der PsHIS3-5´ DIG und PsHIS3-3´ DIG Primer und dem Plasmid 
pNMPsHis3 als Template hergestellt. Bei einer Einfachintegration der GDH2-Kassette wurde 
zusätzlich zur einen Bande des Transformationsstammes eine weitere Bande erwartet, weil 
die Sonde jeweils im PsHis3 und in der GDH2-Disruptionskassette bindet. Wie in Abb. 3.12B 
zu sehen ist, wurden bei der Transformante SF2 ∆ku80 ∆gdh2 die zwei erwarteten Banden 
erhalten.  
Somit ist bestätigt, dass bei SF2 ∆ku80 ∆gdh2 eine Disruption des PsGDH2 Genes vorlag.  
 
Um einen weiteren Beweis dafür zu erhalten, dass die Disruption des ORF 78004 für die 
Unfähigkeit zur Glutamatverwertung verantwortlich ist, wurde eine Transformation mit einem 
Amplifikat des PsGDH2 durchgeführt, um die Disruption zu komplementieren. Das 
Amplifikat wurde unter Verwendung der obengenannten Kon-Primer (Kon-5´ und Kon-3´) 
mit DNA aus PJH als Template gewonnen und hatte eine Länge von 3,5 kb.  
Nach der Transformation wurden die Zellen zunächst für vier Tage auf MM+Histidin Platten 
inkubiert. Anschließend wurden sie auf Platten mit Glutamat als einziger C- und N-Quelle, 
supplementiert mit Histidin, übertragen. Es wuchsen 20 Kolonien, deren Phänotyp mittels 
Replica-plating auf MM, MM+His, Glutamat+His, und YPD bestimmt wurde. Eine Kolonie, 
die in der Lage war, auf Glutamat, aber nicht ohne His zu wachsen, wurde für die weitere 
Charakterisierung ausgewählt. Sie wurde als RevSF2 ∆ku80 ∆gdh2 bezeichnet.  
Wie in Abb. 3.12A zu sehen ist, ergab eine PCR mit der DNA von RevSF2 wieder die gleiche 
Amplifikatgröße wie die des Ausgangsstammes. Dies deutet auf eine Integration in den Locus 
des disruptierten PsGDH2 Genes und eine Reversion der Disruption hin.  
 
Charakterisierung der Disruptante SF2 ∆ku80 ∆gdh2   
Obwohl die verlorene Fähigkeit auf Glutamat zu wachsen bereits ein Auswahlkriterium nach 
der Transformation mit der GDH2-Disruptionskassette war, blieb es unabdingbar, die 
Transformante SF2 ∆ku80 ∆gdh2 in ihrem Wachstumsverhalten und Substratspektrum näher 
zu charakterisieren. 
Hierzu wurden Wachstumsversuche auf Tüpfel-Platten durchgeführt. Dabei wurden das 
Wachstum des Wildtyps CBS 5774, des Transformationsstammes SF1 his3 ∆ku80, von SF2 
∆ku80 ∆gdh2  und der Revertante RevSF2 ∆ku80 ∆gdh2 verglichen.  
Wie Abb. 3.13 zeigt, war der Transformationswirt SF1 his3 ∆ku80 in seinem Wachstum auf 
Glutamat als Kohlenstoff und Stickstoffquelle nicht beeinträchtigt. Auch seine Fähigkeit, auf 
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Aspartat zu wachsen, entsprach der des Wildtyps. SF2 ∆ku80 ∆gdh2 hingegen war nicht in 
der Lage, Glutamat als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zu nutzen. Darüber hinaus zeigte er 
lediglich ein schwaches Restwachstum auf GGLU-Platten bei den Verdünnungen 10-4 und 10-
5. Auf ASP-Platten wuchs SF2 ∆ku80 ∆gdh2 ebenfalls nicht, während sein Wachstum auf 
MM dem des Wildtyps und des Transformationsstammes entsprach.  
Die Unfähigkeit des Stammes SF2 ∆ku80 ∆gdh2 auf Glutamat und Aspartat zu wachsen 
sowie die vollständige Wiedererlangung dieser Fähigkeiten in RevSF2 ∆ku80 ∆gdh2, 
unterstreichen die Rolle von PsGDH2 bei der Assimilation von Glutamat und belegen, dass 
der Phänotyp auf die durchgeführte Disruption zurückgeht. Um den Verlust der Fähigkeit zur 
Glutamatassimilation quantitativ zu erfassen, wurde der Trockenmasseertrag des 
Transformationswirts SF1 his3 ∆ku80 und des Stammes SF2 ∆ku80 ∆gdh2 in 
Schüttelkulturen bestimmt. Hierzu wurden Kultivierungen in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 
10 ml Medium durchgeführt.  
Wie die in Abb. 3.14 dargestellten Trockenmasseerträge zeigen, erzielten SF1 und SF2 bei 
Kultivierung mit YPD und GAM ähnlich hohe Trockenmasseerträge. In Anwesenheit von 
Glutamat und Glucose (GGLU) bildete SF2 praktisch keine Biomasse. Bei Kultivierung mit 
Aspartat oder Prolin als Stickstoffquelle (GASP und GPRO) konnten die Zellen der 
Disruptante SF2 deutlich besser wachsen als mit Glutamat. Mit Aspartat als Stickstoffquelle 
erreichte SF2 40 %, mit Prolin als Stickstoffquelle nur 18 % der Trockenmasse von SF1. Das 
zeigte, dass die Fähigkeit, Prolin oder Aspartat als N-Quelle zu nutzen, in der PsGDH2-
Disruptante im Gegensatz zur Nutzung als C-Quelle nicht vollkommen unterbunden war. 
Dafür sind möglicherweise Aminotransferase-Reaktionen verantwortlich, welche die 
Biosynthese aller proteinogenen Aminosäuren ermöglichen. Den Zellen scheint so eine 
Reaktion, bei der Glutamat als allgemeine N-Quelle genutzt wird, nicht zur Verfügung zu 
stehen. Wahrscheinlich ist schon die Synthese von Glutamin problematisch, wenn kein freies 
Ammonium für die Glutaminsynthetase zur Verfügung steht.  
Dieser Versuch zeigte, dass die Disruption des PsGDH2 Genes die Fähigkeit, Aspartat und 
Prolin als Stickstoffquelle zu verwenden, sehr stark einschränkt und deren Nutzung als 
Kohlenstoffquelle vollkommen verhindert. Im Falle von Glutamat wurde durch die Disruption 
sowohl die Nutzung als Stickstoffquelle als auch als Kohlenstoffquelle verhindert. 
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Abb. 3.13.: Wachstum auf Tüpfelplatten von P. stipitis CBS 5774, SF1 his3 ∆ku80, von SF2 
∆ku80 ∆gdh2  und RevSF2 ∆ku80 ∆gdh2/gdh2; Verdünnungen einer Zellsuspension von 10-4 
bis 10-6 (von links nach rechts aufgetragen); Festmedien: Minimalmedium MM, Glutamat-
Medium GLU, Glutamat/Glucose-Medium GGLU, Aspartat-Medium ASP, alle Platten 
supplementiert mit His  
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Abb. 3.14: Trockenmasseerträge von 
P. stipitis SF1 his3 ∆ku80 (■)und P. 
stipitis SF2 ∆ku80 ∆gdh2 (□) auf 
verschiedenen Kohlenstoff- und 
Stickstoffquellen; YPD mit 3 % 
Glucose; Trockenmassebestimmung 
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Ethanolbildung durch die Disruptante SF2 ∆ku80 ∆gdh2  
In den bisher beschriebenen Versuchen wurde gezeigt, dass die Fähigkeit, Glutamat zu 
nutzen, durch die Disruption des PsGDH2 Genes unterbunden wird. Es entstand die Frage, ob 
diese Disruption auch einen Einfluss auf die Ethanolbildung ausübt. Aufgrund der engen 
Verzahnung von Stickstoff- und Kohlenstoffstoffwechsel wäre es naheliegend, dass sich die 
PsGDH2 Disruption auf die Gärung auswirkt. 
Die Ethanolbildung wurde in Kulturen von SF1 his3 ∆ku80 und SF2 ∆ku80 ∆gdh2 in 50 ml 
YPD-Medium mit 3 % Glucose in 1000 ml Schottflaschen verglichen.  
Die in Abb. 3.15A dargestellte Trockenmassebildung zeigte keinen wesentlichen Unterschied 
zwischen SF1 und SF2, ebenso war der Glucoseverbrauch (Abb. 3.15B) beider Stämme 
identisch und sie bildeten gleiche Mengen Ethanol (Abb. 3.15C). Diese Ergebnisse zeigen, 
dass die Disruption von PsGDH2 unter den hier gewählten Bedingungen keinen Einfluss auf 
die Ethanolbildung hat. Darüber hinaus ist auch zu sehen, dass die Disruption das Wachstum 
unter diesen Bedingungen nicht beeinflusst.  
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3.3 Sequenz- und Promotoranalyse des PsGDH2 Genes  
Eine Sequenzierung des PsGDH2 Genes von Stamm CBS 5774 sollte zeigen, ob es markante 
Abweichungen im Vergleich zum Sequenzierungsstamm CBS 6054 gibt. Es stellte sich 
jedoch heraus, dass es nur in geringem Umfang Abweichungen gab, die in Tab. 3.5 dargestellt 
sind. Die Sequenz von CBS 5774 zeigte in acht Basen eine Abweichung vom 
Sequenzierungsstamm CBS 6054. Die in den acht Basen veränderte Sequenz wurde durch den 
NCBI-Blast-Service in Protein umgeschrieben und nach einer Triplettbestimmung mittels 
NCBI ORF-Finder mit dem Sequenzierungsstamm verglichen.  
Die Aminosäuresequenz der GDH2 in P. stipitis CBS 5774 unterscheidet sich nur in zwei 
Aminosäuren von der in CBS 6054. Die an ORF-Position 2530 und 2541auftretenden 
Abweichungen der Nukleotidsequenz bewirken jeweils den Einbau von Leucin anstelle von 
Valin in das Protein. Es handelt sich jedoch bei beiden um nichtpolare Aminosäuren, also um 
Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften, welche vermutlich keine Auswirkungen auf die 
Proteineigenschaften haben. Bei allen anderen Abweichungen in der Nukleotidsequenz 
zwischen CBS 5774 und dem Sequenzierungsstamm CBS 6054 handelt es sich um Wobbel-
Basen. Somit verändern diese Abweichungen die Sequenz nicht. 
 
Tab. 3.5: Unterschiede der GHD2-Sequenzen zwischen P. stipitis CBS 5774 und CBS 6054; 
Angegeben ist jeweils die Position im ORF und im Protein 
Position der abweichenden 
Base im ORF / Triplett im 
Protein 
Codon/ Aminosäure CBS 
6054 
Codon/ Aminosäure  CBS 
5774 
684/133 AAA/Lysin AAG/Lysin 
1446/386 AAA/Lysin AAG/Lysin 
1659/456 AAT/Asparagin AAC/Asparagin 
1991/567 UUC/Phenylalanin UUU/Phenylalanin 
2328/694 GUG/Valin GUA/Valin 
2530/844 GCU/Valin CUU/Leucin 
2541/848 GUU/Valin CUU/Leucin 
2697/900 UUU/Phenylalanin UUC/Phenylalanin 
 
 
Darüber hinaus wurde die Promotorregion vor dem PsGHD2  ORF untersucht, um 
festzustellen, welche putativen Bindungsstellen für bekannte Regulationsfaktoren hier 
vorliegen. Zunächst wurde nach einer putativen TATA-BOX gesucht. Hierzu wurde die für S. 
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cerevisiae  beschriebene Konsensussequenz  TATA(A/T)A(A/T)(A/G) (Basehoar et al., 
2008) benutzt, aus der sich acht mögliche Sequenzen ableiten. In einem Bereich von 300 bp 
upstream zum ORF wurde keines dieser acht Motive gefunden, was zu dem Schluss führt, 
dass PsGDH2 zu den Genen ohne TATA-Box gehört, wie sie auch in S. cerevisiae 
beschrieben sind (Basehoar et al., 2008) .  
Anschließend wurde die Region 1,2 kb stromaufwärts zum ORF mit der Genomatrix 
MatInspector Software untersucht, um nach putativen Bindungsstellen für 
Transcriptionsfaktoren, die bei S. cerevisiae beschrieben wurden, zu suchen. Neun putative 
Bindedomänen wurden in der untersuchten Sequenz gefunden. Ihre Positionen und Sequenzen 
sind in Tab. 3.6 dargestellt.  
Die Faktoren MIG, HAP und die GATA-Bindungsproteine könnten in die Regulation der 
Expression des PsGDH2 Genes einbezogen sein, ein Einfluss wäre aber nur durch detaillierte 
Promotoranalysen zu ermitteln.  
 
Tab 3.6: Positionen und Sequenzen von putativen Bindestellen für Transscriptionsfaktoren 
vor dem PsGDH2 Gen; Alle Positionen sind ausgehend von der ersten Base des ORF 
bestimmt.  
Position  Faktor Consensussequenz* Funktion 
-1034 bis –1010  GAL4 ccgAGGgtccattcct Aktivator des Galactosekatabolismus  
(Laughon und Gesteland, 1982)  
-1061 bis -1045 MIG1  agaaaaaggtGGGG Glucoserepression (Nehlin et al., 1991)  
-1032 bis -1018 GCR1 cccttccTCCGatagc Aktivator der glycolytischen Gene (Haw  et 
al., 2001)  
-740 bis -728 HAP 
2,3,4, 
gagtgCCAAtaat Vermittlung zwischen respirativem, und 
fermentativem Stoffwechsel (Bourgarel et 
al., 1990)  
-329 bis –317 LEU3 ggcgggACCAgaa Aktivator der allgemeinen 
Aminosäurebiosynthese (Zhou und 
Kohlhaw, 2008) 
-105 bis -95 GATA-
Box 
aaGATAagcta Stickstoffkatabolitrepression (Coffman et 
al., 1997)  
* Grossbuchstaben = Kernsequenz  
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Vergleiche der Aminosäuresequenz von PsGDH2 mit der bei anderen Hefen  
In ein Multi-Alignment mit Hilfe der T-Coffee-Software wurden GDH2-Proteinsequenzen 
von 9 Hefearten aufgenommen (siehe Anhang): C. albicans, C. glabrata, D. hansenii, K. 
lactis, L. elongisporus, P. guilliermondii, P. stipitis, S. cerevisiae und Y. lipolytica. Der 
Vergleich zeigte im Allgemeinen eine sehr hohe Konsistenz bzw. Homologie zwischen den 
Sequenzen. Auffallend war, dass sich bei P. stipitis, C. albicans, P. gulliermondii, D. hansenii 
und L. elongisporus nahezu homologe Proteininsertionen von 13 bis 15 Aminosäuren 
beginnend mit den Aminosäurepositionen 165 bis 172 befinden. Für diese Gruppe von Hefen, 
die alle zu dem Cladus Debaryomyces/Lodderomyces gehören (Kurtzman und Robnett, 1998), 
ist außerdem eine Deletion von 8 Aminosäuren beginnend 27 Aminosäuren nach der eben 
erwähnten Insertion charakteristisch. Darüber hinaus waren größere Insertionen in den 
Proteinsequenzen bei S. cerevisiae und C. glabrata auffallend. Bei S. cerevisiae befindet sich 
eine Insertion von 33 Aminosäuren beginnend mit der Aminosäure 145 und bei C. glabrata 
sind an gleicher Stelle 26 zusätzliche Aminosäuren inseriert. Diese beiden Hefen gehören 
dem Saccharomyces Cladus an.  
Weiterhin wurde im Alignment nach konservierten Motiven in der Aminosäuresequenz 
gesucht, von denen einige in Tab. 3.7 aufgeführt sind. Die Angaben der Position beziehen 
sich hierbei auf die Aminosäuresequenz von P. stipitis. In der GDH2-Aminosäuresequenz 
aller untersuchten Hefen fand sich als charakteristisches Motiv nach einer Suche mit dem 
NCBI-Protein-Motif-Finder eine NAD/NADP-Bindedomäne, die eine Rossman-gefaltete 
Struktur aufweist. Hierbei handelt es sich um eine hoch konservierte für viele 
Dehydrogenasen typische Domäne.Einige der konservierten Motive liegen in der 
Dehydrogenase-Kerndomäne, die mit Position 673 beginnt (siehe unten). Die Glycinreste in 
dem Motiv bei Position 673, 674 und 681 spielen vermutlich eine Rolle bei der Bindung des 
Cofaktors NAD/NADP. Die darauf folgenden Motive übernehmen möglicherweise 
Funktionen bei der Substratbindung.  
 
Tab. 3.7: Konservierte Motive in der Aminosäuresequenz der PsGDH2.  
Position  Sequenz 
324 EASLLY 
485 LKTNF 
494 KVA(I/L)SF(R/K)L 
537 RGGIRIV-SR 
569 TQQRKNKDIPEGGSKGILL 
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632 EILF-GPDEG 
659 PWWKSFLTGK 
673 GGIPHDEYGMT(S/T)L 
709 QTGGPDGDLGSNEILLS 
817 FVPCGGRP 
848 VEGANLF 
872 KDAS(A/T)NKGGVTSSS(L/M)EVLA(A/S)L 
 
Wie Tab. 3.8 zeigt, bestehen die höchsten Sequenzübereinstimmungen der PsGDH2 bezogen 
auf die Gesamtsequenz zu C. albicans, D. hansenii, P. guilliermondii und L. elongisporus. 
Hier beträgt die Homologie der Aminosäuresequenz 80 % bis 83 %. Ebenso große 
Homologien zeigen die Dehydrogenase-Kerndomänen dieser vier Hefen. Wesentlich 
geringere Übereinstimmungen mit der PsGDH2 zeigen die Proteinsequenzen der Hefearten 
aus den anderen Cladi des phylogenetischen Stammbaums. Die Homologien zwischen den 
Kerndomänen waren jedoch insgesamt ebenfalls höher als die zwischen den 
Gesamtsequenzen.  
 
Tab. 3.8: Ähnlichkeiten in der Aminosäuresequenz und der Sequenz der 
Dehydrogenasekerndomäne von GDH2 zwischen P. stipitis und verschiedenen Hefen bzw. 
Pilzen. Dargestellt sind die übereinstimmenden Aminosäuren und der Anteil von Positionen 
an denen Aminosäuren gleichen Typs (z.B. unpolare) einander gegenüberstehen; ebenso 
dargestellt ist die Grösse der Kerndomäne in Aminosäuren. * Sequenzen waren bisher noch 
nicht annotiert.  
identische Aminosäuren % Organismus 
Gesamtprotein Kerndomäne 
Größe der Kerndomäne 
C. albicans* 83 82 273 
D. hansenii* 80 82 274 
P. guilliermondii * 81 78 277 
L. elongisporus 81 82 274 
Y. lipolytica* 54 61 263 
S. cerevisiae 47 65 272 
Ajellomyces capsulata 49 65 224 
Vanderwaltozyma polyspora* 49 61 220 
K. lactis * 47 57 272 
C. glabrata* 47 58 279 
S pombe 46 65 221 
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Wenn man die Größe der Kerndomänen in der Anzahl von Aminosäuren vergleicht, fällt auf, 
dass sich die hier untersuchten Hefen in zwei Gruppen einteilen lassen. Eine Gruppe besitzt 
eine Kerndomäne von ca. 220 Aminosäuren Länge. Zu dieser Gruppe gehören S. pombe, A. 
capsulata und V. polyspora. Die übrigen der hier betrachteten Hefen besitzen deutlich größere 
Kerndomänen von ca. 275 Aminosäuren Länge (Tab 3.8). Weitere funktionelle Domänen 
wurden nicht gefunden, so auch keine Targetdomäne, die auf eine mitochondriale 
Lokalisation der PsGDH2-Proteins schließen lassen könnte.  
Es ist anzumerken, dass mit Ausnahme der Sequenzen von S. cerevisiae, S. pombe und L. 
elongisporus keine der gefundenen homologen Sequenzen bisher als GDH2 annotiert war.  
Um die phylogenetische Beziehung zwischen den GDH-Sequenzen aus verschiedenen Hefen 
zu ermitteln, wurde ein Stammbaum unter Verwendung des ClustalW-Algorithmus erstellt 
(Abb. 3.16). Zum Vergleich wurde auf die selbe Weise ein Stammbaum der 26s RNA 
Sequenzen, der hier verglichenen Hefen erstellt.  
 
 
Abb. 3.16: Phylogenetische Beziehung zwischen PsGDH2 und und verschiedenen 
homologen Proteinen (A) und den 26s RNA-Sequnenzen von P. stipitis und der anderer 
Hefen (B); Evolutionäre Distanz in Substitutionen pro 100 Aminosäuren bzw. Nucleotide  
 
Der GDH2-Stammbaum (Abb. 3.16A) gliedert sich in drei Hauptgruppen. Im Stammbaum 
bilden alle Hefen des Debaryomyces/Lodderomyces Cladus einen Cluster. Ebenso bilden alle 
Hefen des Saccharomyces Cladus eine Gruppe. Einen weiteren Cluster  bilden die beiden 
Hefen mit einer 220 Aminosäuren langen Dehyrogenase-Kerndomäne S.pombe und Y. 
lipolytica, obwohl sie verschiedenen Cladi angehören. Alle Angehörigen des 
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Debaryomyces/Lodderomyces Cladus zeigten in einem Alignment der Dehydrogenase-
Kerndomänen zu 100 % Konsistenz. 
Zusammenfassend lässt sich aus dem Sequenzvergleich schlussfolgern, dass sich in der 
Verwandtschaft der GDH2-Proteinsequenzen die Zugehörigkeit der Hefen C. albicans, D. 
hansenii, P. guilliermondii, P. stipitis und L. elongisporus zum Debaryomyces/Lodderomyces 
Cladus widerspiegelt.  
Bei dem Vergleich zwischen den auf GDH2 und 26s RNA (Abb. 3.16B) basierenden 
Stammbäumen wird deutlich, dass die Cladi sich unterschiedlich gliedern. Basierend auf der 
26s RNA-Sequenz ergibt sich ein Stammbaum, indem der Cluster des 
Debaryomyces/Lodderomyces Cladus als ein Untercluster aus dem des Saccharimyces Cladus 
hervorgeht. Jedoch zeigen auch hier die Angehörigen eines Cladus wieder die engsten 
Verwandtschaften.  
 
3.4 Isolierung und Charakterisierung von Mutanten mit dem 
Verlust der Fähigkeit zur C-katabolischen Nutzung von 
Glutamat  
3.4.1 Ergebnisse der ungezielten Integrations-Mutagenese  
Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen sollten Faktoren untersucht werden, die an der C-
katabolischen Nutzung von Glutamat durch die Zellen beteiligt sind. Um solche Faktoren zu 
identifizieren, wurden Mutanten durch ungezielte Integrations-Mutagenese erzeugt (Maassen 
et al., 2008). Die Mutagenese wurde durchgeführt, indem der Stamm P. stipitis PJH his3 trp5 
mit dem linearisierten Plasmid pNMPsHIS3 transformiert wurde. Die Linearisierung erfolgte 
mit dem Restriktionsenzym PstI. Nach der Transformation wurden die erhaltenen Kolonien 
auf MM, GLU und GGLU Festmedien gestempelt. Alle Medien waren mit Tryptophan 
supplementiert, was durch die Auxotrophie des Transformationswirtes notwendig wurde.  
In dieses Screening wurden 600 Transformanten aus einem Transformationsexperiment mit 1 
µg DNA einbezogen. Davon waren zwei Transformanten nicht in der Lage, auf Glutamat als 
Kohlenstoffquelle zu wachsen. Beide Klone besaßen jedoch weiterhin die Fähigkeit, Glutamat 
als Stickstoffquelle zu nutzen.  
 
3.4.2 Genetische Charakterisierung von Glu - -Mutanten  
Aus den beiden Transformanten wurde chromosomale DNA isoliert, mit NcoI restringiert und 
mit T4 DNA-Ligase ligiert. Mit der religierten DNA als Template erfolgte unter Verwendung 
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der Primer HISseq 5´ und pUCrev eine PCR. Die erhaltenen Amplifikate waren 3,2 kb 
(Transformante 1) bzw. 1.3 kb (Transformante 2) groß. Sie wurden mit Hilfe der für die PCR 
verwendeten Primer sequenziert.  
Die Sequenzierung eines Teils des 3,2 kb (Transformante 1) großen Fragments unter 
Verwendung des pUCrev Primers ergab einen DNA-Abschnitt von 225 bp Länge und besaß 
Homologie zur Sequenz eines putativen COX5-Genes von P. stipitis . Die Sequenzierung mit 
Hilfe des Hisseq 5´ Primers erbrachte ebenfalls eine 425 bp lange Sequenzhomologie zum 
PsCox5. Bei dem COX5 Gen sollte es sich um die Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit V, also 
eine Komponente der Atmungskette, handeln. Diese Sequenz trägt die ORF-Nummer 77110. 
Ein Alignment der beiden in der Sequenzierung erhaltenen Sequenzen mit dem COX5  lieferte 
die vermutliche Position, an der die Kassette in das Gen integriert ist. Demnach liegt der 
Vektor zwischen der ORF-Positon 373 und 414. Die Integration des Vektors in den ORF 
77110 ist in Abb. 3.17 schematisch dargestellt. Die Abbildung zeigt darüber hinaus die 
Position und Orientierung der für die Sequenzierung verwendeten Primer.  
 
Abb. 3.17: Schematische Darstellung der Position des PsCOX5 in Chromosom 3.1 und der 
Integration bzw. Orientierung des linearisierten Vektors pNMHIS3 im offenen Leserahmen 
von PsCOX5. Die Zahlen bezeichnen die Position im ORF 
 
Die Sequenzierung des 1,3 kb großen Fragments (Transformante 2) lieferte unter 
Verwendung des pUCrev Primers eine 740bp große Sequenz, welche zu ORF 28643 homolog 
war. Mit dem HISseq 5´ Primer wurde in der Sequenzierung eine 400 bp große Sequenz 
erhalten, die ebenfalls eine Homologie zu ORF 28643 besaß. Aus einem Alignment beider 
Sequenzen mit dem ORF ging hervor, dass der Vektor zwischen Position 5082 und 5423 
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integriert war. Die Sequenz von ORF 28643 war in P. stipitis bisher nicht annotiert, weist 
jedoch Homologie zur Ubiquitinligase-E3 in Aspergillus fumigatus, K. lactis und S. cerevisiae 
auf. Die Homologie beträgt 46 %, 41 % bzw. 41 %. Darüber hinaus besteht eine 46 %tige 
Homologie zum Genprodukt Ubr1 von Schizosaccharomyces pombe, welches ebenfalls für 
eine Ubiquitinligase codiert.   
Transformante 1, bei der die Kassette in das COX5 Gen integriert war, wurde weiter 
charakterisiert, da ein Zusammenhang zwischen der Glutamatassimilation und dem 
respiratorischen Stoffwechsel vermutet werden konnte.  
Die Ubiquitinligase-Mutante wurde nicht weiter untersucht, da es sich dabei um einen eher 
global wirkenden Faktor handelte und es unwahrscheinlich war, dass ein unmittelbarer 
spezifischer Zusammenhang mit der Glutamatassimilation bestehen würde.  
Die PsCox5 Mutante wurde von nun an unter dem Namen SF3 ∆cox5 trp5 geführt. 
 
 
3.5 Charakterisierung der PsCOX5-Mutante SF3 ∆cox5 trp5 
3.5.1 Überprüfung der Vektorintegration in P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5 und 
Sequenzanalyse des PsCOX5-Genes  
 
Abb. 3.18: (A)  Ergebnisse der PCRund (B) Southernhybridisierung mit DNA von P. stipitis 
PJH und SF3 ∆cox5 trp5, Hybridisierung mit PsHIS3-Sonde,  
 
Die Integration des Vektors wurde experimentell mittels PCR überprüft (Abb. 3.18A). Hierzu 
wurden Abschnitte chromosomaler DNA von PJH und SF3 ∆cox5 trp5 mit den Primern 
NcoI 
PstI 
1. 
3 kb 
0.25 kb 
10 kb 
5.2 kb 
0.9 kb 
1 kb 
3.6 kb 
8.5 kb 
4.7 kb 
8.5 kb 
3.6 kb 
4.7 kb 
PJH cox5 PJH cox5 
PJH cox5 
A) B) 
                                                                                                                                3. Ergebnisse 
 56 
Cox5(2) 5´ und Cox5(2) 3´amplifiziert. Die Primer lagen an den PsCOX5 ORF-Positionen 
29-50 bzw. 834-856, und sollten somit in einer PCR mit DNA aus PJH eine Bande von 0,8 kb 
ergeben. Da die Sequenzierung gezeigt hatte, dass die Vektorintegration zwischen ORF-
Position 376-417 erfolgt war und der Vektor eine Größe von 4,4 kb besaß, war mit DNA der 
Transformanten SF3 ∆cox5 trp5 ein PCR-Produkt von ca. 5,2 kb Länge zu erwarten. Dieses 
PCR-Produkt wurde auch erhalten (Abb. 3.18A) und dadurch die Integration des Vektors in 
der erwarteten Position bestätigt. 
Anschließend erfolgte eine Southern-Analyse, um zu überprüfen, ob der pNMPsHIS3 Vektor 
einfach oder mehrfach integriert war. Hierzu wurde die chromosomale DNA von PJH und 
SF3 ∆cox5 trp5 mit NcoI oder PstI vollständig verdaut und mit einer Sonde zum PsHIS3 Gen 
hybridisiert (hergestellt mit PsHIS3-5´ DIG und PsHIS3-3´ DIG). Die in Abb. 3.18B 
dargestellten Ergebnisse zeigten für SF3 ∆cox5 trp5 jeweils zwei Banden und für den 
Transformationswirt im Vergleich dazu nur eine  Bande. Die Größe einer Bande von SF3 
∆cox5 trp5 entsprach, wie zu erwarten war, der Größe der Bande des Transformationswirtes. 
Darüber hinaus zeigte der Stamm SF3 ∆cox5 trp5 eine zusätzliche größere Bande. Dieses 
Ergebnis wurde sowohl mit NcoI-, als auch mit PstI-verdauter DNA erhalten. Dadurch wurde 
deutlich, dass in SF3 ∆cox5 trp5 nur eine einfache Integration des Vektors vorlag.  
 
Sequenzierung und Promotoranalyse des PsCOX5 Genes von Stamm CBS 5774  
Eine Sequenzierung des COX5 Genes des Stammes CBS 5774 wurde durchgeführt, um 
eventuelle Abweichungen vom COX5 Gen des Sequenzierungsstamm P. stipitis CBS 6054 zu 
ermitteln. Dafür wurde ein PCR-Amplifikat von chromosomaler DNA aus CBS 5774 
verwendet, welches mit den Cox5 seq Primern hergestellt wurde (siehe Material und 
Methoden). Diese binden jeweils ca. 50 bp abwärts bzw. aufwärts des ORF von PsCOX5. Die 
Sequenzierung ergab eine hundertprozentige Übereinstimmung mit dem 
Sequenzierungsstamm CBS 6054. 
Um Aussagen über regulatorische Konsensussequenzen in der Promotorregion des COX5 
Genes zu erhalten, wurde ein 1 kb großer DNA-Abschnitt vor dem ORF analysiert. Es fand 
sich eine putative TATA-Box, die der allgemeinen TATA-Boxsequenz 
TATA(A/T)A(A/T)(A/G) in S. cerevisiae entsprachen (Basehoar et al., 2008). Diese befindet 
sich 233 bp stromaufwärts des ORF und hat die Sequenz TATAAAAA. 
Mit der Genomatrix MatInspector Software wurde nach putativen Bindungsstellen für 
Transcriptionsfaktoren gesucht. Die Ergebnisse der Suche mit den genauen Positionen der 
Sequenzen sind in Tab. 3.9 enthalten. Es wurden putative Bindungsstellen für die 
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Transscriptionsfaktoren GCN4 und HAP 2,3,4 gefunden. Des weiteren befindet sich im 
untersuchten Bereich eine putative GATA-Box. 
Die putative Bindungsstelle für HAP könnte in die Regulation des PsCOX5 einbezogen sein. 
Um dieses zu verifizieren, müsste jedoch eine experimentelle Promotoranalyse durchgeführt 
werden. Eine Rolle des Faktors HAP bei der Regulation der Expression von PsCOX5 ist gut 
vorstellbar, da sie bereits in S. cerevisiae beschrieben wurde (Trueblood et al.,1988). 
Eine regulatorische Funktion der anderen beiden Konsensussequenzen ist eher 
unwahrscheinlich, da es sich um regulatorische Komponenten des N-Katabolismus bzw. der 
generellen Kontrolle der Aminosäure-Biosynthese handelt. 
 
Tab. 3.9: Positionen und Sequenzen von putitavtiven Bindestellen für 
Transscriptionsfaktoren vor dem PsCOX5 ORF . Alle Positionen wurden ausgehend von der 
ersten Base des ORF bestimmt 
Position  Faktor  Consensussequenz* Funktion 
-1018 bis -1008 GATA ttGATAacagc Kontrolle der 
Stickstoffkatabolitrepression (Coffman  
et al., 1997)  
-921 bis -909 GCN4 actTGACtactgg Genereller Aktivator der 
Aminosäurebiosynthese (Arndt und 
Fink, 1986)  
-12 bis 0 HAP 
2,3,4 
tgaaaCCAAtaaa Vermittlung zwischen respirativem, 
und fermentativem Stoffwechsel 
(Bourgarel et al., 1990)  
* (Grossbuchstaben = Kernsequenz) 
Vergleich der Sequenz der COX5 Proteine verschiedener Hefen 
In ein Multi-Alignment mit Hilfe der T-Coffee-Software wurden COX5 Proteinsequenzen 
von 9 Hefearten aufgenommen (siehe Anhang): C. albicans, C. glabrata, D. hansenii, K. 
lactis. L. elongisporus, P. guilliermondii, P. stipitis, S. cerevisiae (COX5a und COX5b) und 
Y. lipolytica. Der Vergleich zeigte im Allgemeinen eine sehr hohe Konsistenz bzw. 
Homologie zwischen den Sequenzen. Auffallend war, dass bei C. albicans eine 12 
Aminosäuren lange Insertion zu finden ist, die mit Aminosäureposition 13 beginnt. 
Die Suche im Multi-Alignment ergab ein größeres konserviertes Motiv. Dieses befindet sich 
bei Aminosäureposition 73 (bezogen auf die Sequenz von P: stipitis) und hat die Sequenz. 
YIS(F/Y)G-WGPR-P(L/V). Eine Funktion dieses Motivs ist bisher nicht beschrieben.  
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Der in Tab. 3.10 dargestellte Vergleich der COX5-Aminosäuresequenzen verschiedener 
Hefen zeigt, dass die Sequenz von P. stipitis in unterschiedlichem Maße von der bei anderen 
Hefen bestimmten abweicht. Die größten Übereinstimmungen zwischen 62 und 76 % ergeben 
sich beim Vergleich mit weiteren Hefen aus dem Cladus Debaryomyces/Lodderomyces (C. 
albicans, D. hansenii, L. elongisporus und P. guilliermondii). Etwa 40 % Übereinstimmung 
bestehen mit Hefen des Cladus Saccharomyces (C. glabrata, S. cerevisiae und V. polyspora). 
Die geringste Übereinstimmung gibt es mit  Y. lipolytica und den Vertretern der Gattung 
Schizosaccharomyces. 
Die Genbanksuche ergab für P. stipitis nur ein COX5-Ortholog und nicht zwei wie in S. 
cerevisiae. Im Vergleich mit den beiden COX5-Varianten aus S. cerevisiae zeigt das PsCOX5 
Protein eine geringfügig höhere Homologie zu ScCOX5b. Dieses Genprodukt kommt in S. 
cerevisiae hauptsächlich unter Sauerstofflimitation zur Expression (Burke et al, 1997). 
Um den Grad der phylogenetischen Verwandtschaft zwischen den COX5-Proteinen 
verschiedener Hefen darzustellen, wurde unter Verwendung des ClustalW Algorithmus ein 
Stammbaum erstellt (Abb. 3.19).  
Tab. 3.10: Übereinstimmung der COX5 Aminosäuresequenz verschiedener Hefen mit der 
von P. stipitis; * Sequenzen sind noch nicht annotiert. 
Organismus Übereinstimmung der Proteinsequenz der COX5 mit Pichia stipitis 
D. hansenii* 76 % 
P. guilliermondii* 72 % 
L. elongisporus* 66 % 
C. albicans* 62 % 
V. polyspora 47 % 
S. cerevisiae COX5b 44 % 
S. cerevisiae COX5a 42 % 
C. glabrata 42 % 
Y. lipolytica* 34 % 
S. pombe 33 % 
S. japonocus* 32 % 
 
Diese Darstellung bestätigt die enge Verwandtschaft zwischen den COX5-
Aminosäuresequenzen Sequenzen von C. albicans, L. elongisporus, P. stipitis, D. hansenii 
und P. guilliermondii aus dem Debaryomyces/Lodderomyces Cladus (Kurtzmann uns 
Robnett, 1998). Aus dem Stammbaum ist auch ersichtlich, dass das COX5 von P. stipitis 
näher mit dem CoxVb als mit dem CoxVa, von S. cerevisiae verwandt ist. 
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Verglichen mit dem auf der 26sRNA basierenden Stammbaum in Abb. 3.16B zeigt sich, dass 
die Sequenz des COX5 Proteines des Debaryomyces/Lodderomyces Cladus wesentlich näher 
mit der von S. pombe und Y. lipolytica verwandt ist, als mit der des Saccharomyces Cladus. 
Dies steht im Gegensatz zum mittels 26s RNA erstellten Stammbaum. Dass die Angehörigen 
des Debaryomyces/Lodderomyces Cladus im COX5-Stammbaum einen Untercluster im 
Saccharomyces Cladus bilden, steht wiederum im Einglang mit den Ergebnisse der 26sRNA-
Analyse.  
P. stipitis
D. hansenii
P. guilliermondii
L. elongisporus
C. albicans
S. pombe
Y. lipolytica
V. polyspora
S. cerevisiaeCox5a
C. glabrata
K. lactis
S. cerevisiaeCox5b
0.1    
Abb. 3.19: Phylogenetische Beziehung zwischen COX5 Proteinen verschiedener Hefen, 
evolutionäre Distanz in Substitutionen pro 100 Aminosäuren  
 
 
3.5.2 Physiologische Charakterisierung  
 
Charakterisierung des Substratspektrums  
Da aus den Plattentests nach der Transformation bekannt war, dass der Stamm SF3 ∆cox5 
trp5 nicht in der Lage war, Glutamat als C-Quelle zu nutzen bei Beibehaltung der Fähigkeit 
zur N-katabolischen Glutamatnutzung, wurden nun auch andere Kohlenstoff- und 
Stickstoffquellen untersucht.  
Hierzu wurden Wachstumsversuche in 500 ml Erlenmeyerkolben durchgeführt, die 200 ml 
Medium enthielten. Es wurden YPD-, MM-, GGLU-, GLU-, GASP-, ASP-, GPRO-, PRO-, 
Glycerin-, Acetat- und Citrat- Flüssigmedien verwendet. Die Probennahme erfolgte nach 72 
h. 
Wie aus Abb. 3.20 hervorgeht, war SF3 ∆cox5 trp5 in der Lage, die Aminosäuren Glutamat, 
Aspartat und Prolin als Stickstoffquellen zu nutzen. Die hierbei erreichten Trockenmassen 
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entsprachen jedoch in allen Medien nicht denen des Transformationswirtes PJH oder des 
Wildtyps CBS 5774, zeugten jedoch mit 1,8 bis 2,3 g/L deutlich von Wachstum.  
SF3 ∆cox5 trp5 war hingegen nicht in der Lage, die Aminosäuren Glutamat, Aspartat oder 
Prolin als Kohlenstoffquelle zu nutzen. In Medium mit Citrat, Acetat, oder Glycerin als C-
Quelle zeigte sich ebenfalls kein Wachstum. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten, dass 
SF3 ∆cox5 trp5 unfähig war, nicht-fermentierbare Kohlenstoffquellen zu nutzen. Bei 
Kultivierung von SF3 ∆cox5 trp5 in MM- und YPD-Medium mit Glucose war deutliches 
Wachstum messbar, wobei jedoch nur 50 % bzw. 65 % der Trockenmasse von CBS 5774 
erreicht wurden. 
Dieser Phänotyp korrelierte sehr gut mit dem Befund, dass es sich bei der betreffenden 
Mutante um die Beeinträchtigung einer Komponente der Atmungskette handelt, die sich in 
der Unfähigkeit, stark reduzierte Kohlenstoffquellen zu nutzen, ausdrückt. Es lag deshalb 
weiter nahe zu untersuchen, ob SF3 ∆cox5 trp5 in der Lage war, auf Ethanol als C-Quelle zu 
wachsen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.20: Trockenmasseertrag von P. stipitis CBS 5774 (■), PJH (□)und SF3 ∆cox5 trp5 (■) 
in Schüttelkulturen mit verschiedenen Kohlenstoffquellen; Medien mit 1 % Aminosäure und 
oder 3 % Glucose, Citrat, Acetat, Glycerin, alle Medien supplementiert mit Tryptophan; 
Mittelwerte aus 3 Ansätzen, abzüglich Kontrolle ohne C-Quelle 
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Diese Versuche wurden in geschlossenen Schottflaschen durchgeführt, um einer eventuellen 
Verdunstung des Ethanols vorzubeugen.  
Die Wachstumsversuche ergaben, wie in Abb. 3.21 zu sehen ist, dass SF3 ∆cox5 trp5 nicht in 
der Lage war, Ethanol als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Ebenso war der Stamm nicht fähig, 
ausschließlich mit Hefeextrakt und Pepton ohne zusätzliche weitere C-Quelle zu wachsen. 
Dies korrelierte sehr gut mit der Unfähigkeit des SF3, Aminosäuren als C-Quellen zu nutzen, 
welche im Hefeextrakt bzw. Pepton die einzige verfügbare Kohlenstoffquelle darstellen. Wie 
zuvor beobachtet, waren auch hier die Biomasseerträge in Gegenwart von Glucose geringer 
als beim Wildtyp und bei PJH.  
 
Bestimmung des respiratorischen Quotienten von P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5  
Zur Charakterisierung des fermentativen Verhaltens der cox5 Mutante wurde das Oxitop-
Sensomatsystem herangezogen (Klinner et al, 2004). Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde der 
respiratorische Quotient RQ von CBS5774 und SF3 ∆cox5 trp5 verglichen. Dies geschah 
sowohl unter aeroben als auch unter semiaeroben Bedingungen (siehe Material und 
Methoden) mit 3 % Glucose oder 3 % Xylose als C-Quelle. 
Wie Abb. 3.22 zeigt, lag der RQ von SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben Kultivierungs-
bedingungen mit Glucose als C-Quelle permanent über dem von CBS 5774. Jedoch zeigten 
die RQ-Kurven beider Stämme einen ähnlichen parabelförmigen Verlauf. 
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Abb. 3.22: Darstellung des respiratorischen Quotienten RQ von Pichia stipitis CBS 5774 und 
SF3 ∆cox5 trp5  unter aeroben Bedingungen, YPD-Medium mit 3% Glucose oder 3 % Xylose; 
Mittelwerte aus zwei Versuchen 
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Bei aerober Kultivierung mit Xylose als C-Quelle wich der RQ von SF3 ∆cox5 trp5 
deutlicher von dem RQ des Wildtyps CBS 5774 ab. CBS 5774 zeigte unter diesen 
Bedingungen einen annähernd gleichen RQ von 1,2 während der gesamten Kultivierungs-
dauer. Bei SF3 ∆cox5 trp5 hingegen begann die aerobe Kultivierung auf Xylose mit einem 
RQ von 1 und erreichte zwischen 16 h und 17 h einen Wert von 1,6.  
 
Unter semiaeroben Bedingungen zeigten CBS 5774 und SF3 ∆cox5 trp5 bei Kultivierung mit 
Glucose einen annähernd identischen Verlauf der respiratorischen Quotienten. Bei 
semiaerober Kultivierung mit Xylose wurde hingegen bei CBS 5774 ein deutlich von SF3 
Abb. 3.23: Darstellung des respiratorischen Quotienten RQ von Pichia stipitis CBS 5774 und SF3 
∆cox5 trp5 ; unter semiaeroben Bedingungen, YPD-Medium mit 3 % Glucose oder Xylose; 
Mittelwerte aus zwei Versuchen 
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∆cox5 trp5 abweichender RQ gemessen. Wie Abb. 3.23 zeigt, stieg der RQ von SF3 ∆cox5 
trp5 über die Zeit kontinuierlich von 1 auf 4  an. Der RQ von CBS 5774 stieg jedoch auf 
Xylose wesentlich schneller an. Er erreichte nach 15 h ein Maximum von 6, auf das ein 
langsamer Rückgang folgte.  
Es lässt sich zusammenfassen, dass SF3 ∆cox5 trp5 sowohl mit Glucose als auch Xylose 
unter aeroben Bedingungen in deutlich höherem Maße Gärung betreibt als der Wildtyp.  
 
Untersuchung der Ethanolbildung von P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5  
Aus den in Abschnitt 3.3.5 beschriebenen Ergebnissen der Untersuchung des 
Gasstoffwechsels erhob sich die Frage nach der Ethanolbildung für SF3 ∆cox5 trp5 unter 
aeroben Bedingungen.  
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Es war  interessant zu untersuchen, wie die Ethanolbildung durch CBS 5774, PJH und SF3 
∆cox5 trp5 unter den gleichen Kulturbedingungen in geschlossenen Schottflaschen, wie sie 
für die Oxitop-Kultivierung verwendet wurden, erfolgte. 
Abb. 3.24 zeigt die Menge an gebildeter Trockenmasse durch P. stipitis CBS 5774, PJH und 
SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben und semiaeroben Bedingungen nach 24 h. Die vorhandene C-
Abb. 3.24: Gebildete Trockenmasse in Flaschenkulturen von P. stipitis CBS 5774, 
PJH his3 trp5  und SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben und semiaeroben Bedingungen nach 
24 h; YPD-Medium mit 3 % Glucose bzw. 3 % Xylose; Mittelwerte aus drei 
Versuchen, (□) aerob, (■) semiaerob 
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Quelle war zu diesem Zeitpunkt in allen Ansätzen bereits vollständig verbraucht. Die 
Trockenmasseerträge lagen mit Glucose unter  beiden Belüftungsbedingungen für CBS 5774 
und PJH deutlich über denen von SF3 ∆cox5 trp5. CBS 5774 und PJH bildeten etwa die 
doppelte Trockenmasse im Vergleich zu SF3 ∆cox5 trp5. Mit Xylose zeigte sich unter 
aeroben Bedingungen das gleiche Bild. Auch hier bildeten CBS 5774 und PJH die doppelte 
Menge an Trockenmasse im Vergleich zu SF3 ∆cox5 trp5. 
Unter semiaeroben Bedingungen war die gebildete Trockenmasse von CBS 5774 und PJH 
annähernd gleich. Bei SF3 ∆cox5 trp5 hingegen war die Menge der gebildeten Trockenmasse 
im Vergleich zu den anderen Stämmen unter semiaeroben Bedingungen ca. 30 % geringer.  
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Unter aeroben Bedingungen bildete SF3 ∆cox5 trp5 auf Glucose annähernd die doppelte 
Menge Ethanol im Verhältnis zu CBS 5774 und PJH (Abb. 3.25). Bei aerober Kultivierung 
mit Xylose bildete SF3 ∆cox5 trp5 85 % mehr Ethanol als CBS 5774 und PJH.  
Bei Kultivierung unter semiaeroben Bedingungen bildete SF3 ∆cox5 trp5 mit Glucose ca. 5 % 
mehr Ethanol als CBS 5774 bzw. PJH und mit Xylose 9 % mehr. 
Abb. 3.25: Gebildetes Ethanol in Flaschenkulturen von P. stipitis CBS 5774, PJH 
his3 trp5  und SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben und semiaeroben Bedingungen nach 24 
h; YPD-Medium mit 3 % Glucose bzw. 3 % Xylose; Mittelwerte aus drei 
Versuchen, (□) aerob, (■) semiaerob 
 
                                                                                                                                3. Ergebnisse 
 65 
Aus den dargestellten Daten wurden die erzielten Erträge in Bezug auf C-Quelle und 
Trockenmasse berechnet. 
Wie aus Abb. 3.26 ersichtlich, bildeten CBS 5774 und PJH unter aeroben Bedingungen die 
doppelte Menge an Trockenmasse pro Gramm C-Quelle im Vergleich zu Stamm SF3. Dies 
galt sowohl für Glucose als auch für Xylose.  
Unter semiaeroben Bedingungen näherte sich der Trockenmasseertrag von SF3 ∆cox5 trp5 
dem von CBS 5774 und PJH an. Mit Glucose bildeten CBS 5774 und PJH semiaerob 40 % 
mehr Trockenmasse pro Gramm C-Quelle als SF3 ∆cox5 trp5. Mit Xylose waren es 64 % 
mehr. Wenn man im Vergleich hierzu die Ethanolerträge pro Gramm C-Quelle betrachtet, wie 
sie in Abb. 3.27 dargestellt sind, sieht man, dass SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben Bedingungen 
wesentlich mehr Ethanol pro Gramm verbrauchter Glucose bildete als CBS 5774 und PJH. 
SF3 ∆cox5 trp5 bildete mit Glucose unter aeroben Bedingungen doppelt soviel Ethanol pro 
Gramm Glucose wie CBS 5774 und PJH.  
Unter semiaeroben Bedingungen waren die Ethanolerträge pro g C-Quelle für CBS 5774, PJH 
und SF3 ∆cox5 trp5 praktisch identisch.  
 
 
Unter aeroben Bedingungen bildete SF3 ∆cox5 trp5 viermal soviel Ethanol pro g 
Trockenmasse wie CBS 5774 und PJH, und zwar unabhängig von der C-Quelle (Abb.3.28). 
Unter semiaeroben Bedingungen mit Glucose als C-Quelle bildete SF3 ∆cox5 trp5 ca 50 % 
Abb. 3.26: Gebildete Trockenmasse pro Gramm verbrauchter C-Quelle von P. stipitis 
CBS 5774, PJH his3 trp5  und SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben und semiaeroben 
Bedingungen in Flaschenkulturen; YPD-Medium mit 3 % Glucose bzw. 3 % Xylose;  
Mittelwerte aus drei Versuchen, (□) aerob, (■) semiaerob 
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mehr Ethanol pro g Trockenmasse als CBS 5774 und PJH. Die Ethanolbildung pro g 
Trockenmasse auf Xylosemedium war bei Stamm SF3 ∆cox5 trp5 unter semiaeroben 
Bedingungen doppelt so hoch wie bei den anderen Stämmen.  
Diese Ergebnisse zeigten, dass SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben Bedingungen wesentlich mehr 
Ethanol aus der zur Verfügung stehenden C-Quelle bildete. Vor allem bei Nutzung von 
Xylose war dieser Ertrag deutlich höher. 
 
Unter semiaeroben Bedingungen gab es keine deutlichen Unterschiede in den Ethanolerträgen 
pro g C-Quelle.  
 
                                                                                                                                3. Ergebnisse 
 67 
 
 
 
Abb. 3.27: Gebildetes Ethanol pro Gramm verbrauchter C-Quelle von P. stipitis CBS 
5774, PJH his3 trp5 und SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben und semiaeroben Bedingungen in 
Flaschenkulturen; YPD-Medium mit 3 % Glucose bzw. 3 % Xylose; Mittelwerte aus drei 
Versuchen, (□) aerob, (■) semiaerob  
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Abb. 3.28: Gebildetes Ethanol pro Gramm gebildeter Trockenmasse von P. stipitis CBS 
5774, PJH his3 trp5 und SF3 ∆cox5 trp5 unter aeroben und semiaeroben Bedingungen in 
Flaschenkulturen, YPD-Medium mit 3 % Glucose bzw. 3 % Xylose, Mittelwerte aus drei 
Versuchen, (□) aerob, (■) semiaerob 
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Untersuchung der ADH- und PDC-Aktivitäten von P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5 
Da bei dem Stamm SF3 ∆cox5 trp5 relativ hohe Ethanolerträge beobachtet  wurden, lag es 
nahe, die Aktivitäten von Enzymen des fermentativen Stoffwechsels zu vergleichen. Die 
Kultivierungen erfolgten im Fermenter, da dieses Verfahren eine Reduktion der 
Sauerstoffversorgung während der Kultivierung ermöglicht. Auf diese Weise sollte 
beobachtet werden, ob die ADH- bzw. PDC-Aktivitäten auf Veränderungen in der 
Sauerstoffverfügbarkeit reagieren. Zum Vergleich wurden Kultivierungen des Wildtypstamms 
CBS 5774, des Transformationswirts PJH sowie des Stammes SF3 ∆cox5 trp5 durchgeführt 
und die Enzymaktivitäten bestimmt (Abb. 3.29).  
 
 
 
 
 
Abb. 3.29: Aktivitäten der Alkoholdehydrogenase (A) und der Pyruvatdecarboxylase (B) in 
Fermenterkulturen von CBS 5774 (○), PJH (□) und SF3 ∆cox5 trp5 (∆), Sauerstoffshift von 
80 auf 20 % nach 4 h, Kultivierung in 2,5 L, YPD mit 3 % Glucose; Mittelwerte aus zwei 
Versuchen 
 
Die Fermentationen wurden in YPD-Medium mit 3 % Glucose durchgeführt. Dazu wurden 
die Fermentoren mit mehreren 16 h-Vorkulturen, welche in Fernbachkolben durchgeführt 
wurden, beimpft. Die Menge der Vorkulturen wurde für jeden Stamm so gewählt, dass alle 
drei Stämme mit äquivalenten Zellzahlen inokuliert wurden. Zu den jeweiligen Zeitpunkten 
wurden Proben entnommen und die Enzymaktivitäten im Zellrohextrakt bestimmt. Nach 4 h 
Kultivierung wurde die Sauerstoffsättigung von 80 % auf 20 % reduziert.  
In Abb. 3.29 ist zu erkennen, dass die Aktivitäten der ADH und PDC in SF3 ∆cox5 trp5 
schon vor dem Sauerstoffshift deutlich über denen in den Vergleichsstämmen lagen. Es war 
ferner zu erkennen, dass die Aktivitäten im Wildtyp CBS 5774 über dem Transformationswirt 
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PJH lagen. Das etwas abweichende Verhalten des Stammes PJH in seinem 
respirofermentativen Verhalten wurde bereits in früheren Versuchen beobachtet und ist 
wahrscheinlich auf eine unbekannte Mutation zurückzuführen (Klinner et al., 2004). Die 
deutlich höheren Enzymaktivitäten von ADH und PDC im Stamm SF3 ∆cox5 trp5 wurden, 
ebenso wie in den Vergleichsstämmen, durch den Sauerstoffshift weiter erhöht. Daraus folgt, 
dass die sauerstoffabhängige Regulation der Aktivität dieser Enzyme durch die  cox5 
Mutation offensichtlich nicht beeinflusst war.  
 
Untersuchung des Gasstoffwechsels von SF3 ∆cox5 trp5; Rolle der alternativen Oxidase 
(AOX) 
Die bei SF3 ∆cox5 trp5 gefundenen hohen Ethanolerträge und Enzymaktivitäten legten den 
Schluss nahe, dass ein Grund dafür in einer Verschiebung des Verhältnisses zwischen 
respirativem und fermentativem Stoffwechsel lag. Deshalb wurde der Gasstoffwechsel der 
cox5 Mutante und der Einfluss der respiratorischen Inhibitoren Salicylhydroxaminsäure 
(SHAM) und Cyanid (CN) in der Warburgapparatur untersucht. KCN hemmt die Cytochrom-
c-Oxidase und SHAM ist ein Inhibitor der alternativen Oxidase AOX (Veiga et al, 2000). 
 
Bei allen Messungen fiel auf, dass die Kulturen aller Stämme einen erhöhten RQ aufwiesen, 
der auf ein relativ starken fermentativen Anteil im Stoffwechsel hinweist. Die relativ hohe 
CO2-Bildung war sicher darauf zurückzuführen, dass die Zellen durch die 
Kultivierungsbedingungen und die nachfolgende Ernte einschließlich Zentrifugation und 
weiterer Vorbehandlungen (siehe Material und Methoden) zu einem mehr fermentativ 
ausgerichteten Stoffwechsel übergingen. Darüber hinaus zeigten die Ergebnisse, die mit dem 
Stamm PJH erhalten wurden, erneut leichte Abweichungen von denen des Wildtyps. 
Besonders fiel jedoch auf, dass bei der cox5 Mutante trotz des Defekts einer Komponente der 
Atmungskette noch Sauerstoffverbrauch beobachtet wurde.  
Es lag nahe, dass dieser Sauerstoffverbrauch mit der Aktivität einer AOX, die bei P. stipitis 
bereits beschrieben ist, zusammenhängen könnte. Aus diesem Grunde wurde der Einfluss des 
AOX-Inhibitors SHAM untersucht. Die Verbindung hemmte die Atmung bei CBS 5774 und 
PJH in Konzentrationen bis zu 10 mM deutlich, jedoch nicht vollständig. In der cox5 Mutante 
wurde der Sauerstoffverbrauch bereits durch 6 mM SHAM hundertprozentig unterdrückt.  
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Die Kohlendioxidbildung von SF3 ∆cox5 trp5 lag bei Kultivierung mit Glucose in 
Abwesenheit von SHAM über der von CBS 5774 und PJH, was einen höheren Anteil des 
fermentativen Stoffwechsels, der auch in den vorher beschrieben Versuchen festzustellen war, 
bestätigte. Die Kohlendioxidbildung von CBS 5774 lag unter diesen Bedingungen ca. 40 % 
über der von PJH. Wie in Abb. 3.30B zu sehen ist, nahm die Kohlendioxidbildung von SF3 
∆cox5 trp5 mit steigender SHAM-Konzentration um bis zu 90 % ab. Die Kohlendioxid-
bildung von CBS 5774 und PJH wurde bei Kultivierung mit Glucose ebenfalls durch die 
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Abb. 3.30: Sauerstoffverbrauch (A) und Kohlendioxidbildung (B) der 
Stämme P. stipitis CBS 5774 (■), PJH (□)und SF3 ∆cox5 trp5 (■) in 
Gegenwart von SHAM; nach Kultivierung in YPD mit 3% Glucose; 
Mittelwerte aus zwei Versuchen 
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Anwesenheit von SHAM reduziert. Die Reduktion betrug ca. 50 % bei CBS 5774 und ca. 30 
% bei PJH, unabhängig von der SHAM-Konzentration.  
Abb. 3.31 zeigt den Gasumsatz von CBS 5774, PJH und SF3 ∆cox5 trp5 bei Kultivierung 
auf Xylose. Ohne SHAM-Zugabe lag der Sauerstoffverbrauch von SF3 ∆cox5 trp5 auf einem  
Niveau mit PJH und ca. 40 % unter dem von CBS 5774. Bereits nach Zugabe von 6 mM 
SHAM war bei der Mutante kein Sauerstoffverbrauch mehr messbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Bei Kultivierung mit Xylose wurde der Sauerstoffverbrauch von CBS 5774 nicht wesentlich 
durch SHAM beeinflusst. Auch der Sauerstoffverbrauch von PJH zeigte unter diesen 
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Abb. 3.31: Sauerstoffverbrauch (A) und Kohlendioxidbildung (B) 
der Stämme P. stipitis CBS 5774 (■), PJH (□)und SF3 ∆cox5 trp5 
(■) in Gegenwart von SHAM; nach Kultivierung in YPD mit 3% 
Xylose;  Mittelwerte aus zwei Versuchen 
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Bedingungen keine wesentliche Veränderung in Gegenwart von SHAM, was auf eine geringe 
Aktivität der AOX in Gegenwart von Xylose hindeutet.  
Bei Kultivierung mit Xylose wurde die Kohlendioxidbildung von SF3 ∆cox5 trp5 durch 
SHAM um bis zu 90 % reduziert. Bei CBS 5774 bewirkte die Anwesenheit von SHAM 
dagegen bei Kultivierung mit Xylose eine leichte Erhöhung der Kohlendioxidbildung. Wie in 
Abb. 3.31B  zu sehen ist, hatte SHAM einen stärkeren Einfluss auf die Kohlendioxidbildung 
von PJH. Bei Kultivierung mit Xylose hatte die Anwesenheit von 8 oder 10 mM SHAM eine 
Verdopplung der Kohlendioxidbildung zur Folge.  
Die Möglichkeit, den Sauerstoffverbrauch von SF3 ∆cox5 trp5 durch SHAM vollständig zu 
hemmen, legte die Vermutung nahe, dass diese Atmung vollständig auf der AOX-Aktivität 
beruhte.  
Nach dem Effekt von SHAM wurde die Wirkung von KCN auf den Gasumsatz von SF3 
∆cox5 trp5 mittels Warburgmanometern untersucht (Abb. 3.32). Die hier verwendeten 
Konzentrationen wurden in Vorversuchen ermittelt. Die Reaktion auf KCN wurde 
ausschließlich an Kulturen untersucht, die auf Glucose-haltigem Medium gewachsen waren.  
Der Sauerstoffverbrauch von P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5 zeigte überraschenderweise bei 
Kultivierung mit Glucose eine Verdopplung in Gegenwart von KCN. Der 
Sauerstoffverbrauch von CBS 5774 und PJH blieb in Gegenwart von 15 mM KCN 
unverändert, fiel jedoch in Gegenwart von 25 mM KCN stark ab. CBS 5774 und PJH zeigten 
bei Kultivierung mit 15 mM KCN keine signifikante Abnahme der Kohlendioxidbildung. Erst 
bei 25 mM KCN fiel die Kohlendioxidbildung stark ab. Bei CBS 5774 erfolgte ein Abfall auf 
3 %, bei PJH auf 21 % des Wertes, der in Abwesenheit von KCN gemessen wurde.   
Die Kohlendioxidbildung von SF3 ∆cox5 trp5 zeigte eine stärkere Reaktion auf die 
Gegenwart von KCN. Sie fiel bereits mit 15 mM KCN auf 36 % ab, blieb dann jedoch bei 25 
mM KCN unverändert. 
 
Abschließend wurde unter den gleichen Kulturbedingungen, die für die Gewinnung der 
Warburgproben gewählt wurden, die Enzymaktivität der Cytochrom-c-Oxidase bestimmt. 
Dies geschah bei P. stipitis PJH und SF3 ∆cox5 trp5. Bei einem jeweiligen Proteingehalt von 
5 mg/ml zeigten 100 µl Rohextrakt von SF3 ∆cox5 trp5 in 1ml Ansatz keine Oxidation des 
Cytochromes c. Im Vergleich dazu zeigten Proben des Rohextraktes von PJH eine 
durchschnittliche Aktivität von 14,2 mU/mg Protein.  
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Abb. 3.32: Sauerstoffverbrauch (A) und Kohlendioxidbildung (B) der 
Stämme P. stipitis CBS 5774 (■), PJH (□)und SF3 ∆cox5 trp5 (■) in 
Gegenwart von KCN, YPD mit 3 % Glucose; Mittelwerte aus zwei 
Versuchen 
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Wachstum von P. stipitis CBS 5774 und SF3 ∆cox5 trp5 in Anwesenheit von SHAM und 
KCN 
Aus den beobachteten Effekten von SHAM und KCN auf den Gasumsatz der verschiedenen 
Stämme ergab sich die Frage, ob das Wachstum ebenfalls durch die Inhibitoren beeinflusst 
wird. Für diese Untersuchungen wurden Schüttelkulturen in Erlenmeyerkolben in 
Vollmedium mit Glucose oder Xylose als C-Quellen durchgeführt.  
 
Abb. 3.33: Trockenmasseertrag P. stipitis CBS 5774 und SF3 ∆cox5 trp5 abzüglich 
Kontrollen ohne C Quelle; nach Kultivierung in YPD mit 3 % Glucose oder Xylose, mit und 
ohne SHAM;10 ml in 100 ml Erlenmeyerkolben; Probennahme nach 72 h; Mittelwerte aus 
zwei Versuchen, abzüglich Kontrolle ohne C-Quelle; Die Konzentrationsangaben beziehen 
sich auf SHAM. 
 
Die Ergebnisse der Untersuchungen mit SHAM sind in Abb. 3.33 dargestellt. Stamm SF3 
∆cox5 trp5 zeigte in Gegenwart von 3 mM SHAM sowohl mit Glucose als auch mit Xylose 
kein Wachstum. Bei Kultivierung von CBS 5774 bewirkte die Gegenwart von 3 mM SHAM 
auf beiden C-Quellen einen Rückgang des Trockenmasseertrages auf ca. 70 % und mit 6 mM 
SHAM wurde der Trockenmasseertrag auf 50 % reduziert. Er entsprach damit dem Ertrag von 
SF3 ∆cox5 trp5 in Abwesenheit von SHAM.  
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Die Effekte von 10 mM KCN auf den Trockenmasseertrag von CBS 5774 und SF3 ∆cox5 
trp5 sind in Abb. 3.34 dargestellt.  
 
Abb. 3.34: Trockenmasseertrag P. stipitis CBS 5774 und SF3 ∆cox5 trp5 (Cox);  Kultvierung 
in YPD mit 3 % Glucose oder Xylose mit und ohne 10 mM KCN; 10 ml in 100 ml 
Erlenmeyerkolben; Probennahme nach 72 h; Mittelwerte aus zwei Versuchen, abzüglich 
Kontrolle ohne C-Quelle  
 
Der Trockenmasseertrag von CBS 5774 wurde bei Kultivierung in Gegenwart von KCN auf 
beiden C-Quellen reduziert. Mit Glucose wurde der Ertrag um 25 % vermindert. Wenn die 
Kultivierung mit Xylose erfolgte, bewirkte KCN eine Reduktion um 50 %. Im Gegensatz zu 
CBS 5774 bewirkte KCN bei SF3 ∆cox5 trp5 eine Erhöhung der Trockenmasse-Bildung mit 
beiden C-Quellen. Dieses Verhalten war deshalb überraschend, weil nach den Ergebnissen der 
Warburgmessungen in der cox5 Mutante nur die SHAM-sensitive Atmung aktiv war. Es 
korrelierte aber mit der oben beschriebenen Beobachtung (siehe Absatz 3.3.8), dass die AOX 
Aktivität in Anwesenheit von Cyanid offensichtlich stimuliert und dadurch der 
Sauerstoffverbrauch erhöht wird. Es wurde bereits in D. hansenii und P. membranifaciens  
gefunden, dass die AOX durch KCN induziert wird (Veiga et al., 2003). 
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4. Diskussion 
4.1 Spektrum der als C-Quelle von P. stipitis und anderen Hefearten genutzten 
Aminosäuren  
Bei der Bestimmung des Spektrums von Aminosäuren, die von P. stipitis genutzt werden 
können, zeigte sich das interessante Ergebnis, dass die Hefe Glutamat und verwandte 
Aminosäuren als alleinige Kohlenstoffquelle und Stickstoffquelle nutzen kann. Diese 
Beobachtung bestätigt ältere Befunde von Hedrick und Dupont (1968), Nishiola und Silva-
Hutner (1974) und Middelhoven et al.(1991) an anderen Nicht-Saccharomyces Hefearten, 
denen jedoch in der Literatur nicht weiter nachgegangen wurde. Hierzu gehören Hefen der 
Gattungen Pichia, Hansenula, Williopsis und Trichosporon, bei denen Wachstum mit Alanin, 
Arginin, Aspartat, Glutamat, Prolin und Serin als Kohlenstoffquelle beobachtet wurde. Für 
die medizinisch bedeutsame Hefe C. albicans wurde die Nutzung von Glutamat als C-Quelle 
dokumentiert. Die Hefe A. adeninivoras ist in der Lage, Alanin, Aspartat, Glutamat, Glycine, 
Leucin, Isoleucin und Proline als Kohlenstoffquelle zu nutzen.  
Die Fähigkeit Glutamat, Aspartat und Prolin als Kohlenstoffquellen zu nutzen, war außer 
beim Stamm P. stipitis CBS 5776 auch bei den anderen getesteten Stämmen CBS 5773, CBS 
5774 und CBS 6054 zu beobachten. Die untersuchten C. shehatae Stämme zeigten ebenfalls 
diese Eigenschaft.  
Ein Screening unter den Hefen der Stammsammlung der RWTH zeigte, dass diese 
Eigenschaft der C-katabolischen Verwertung von Glutamat und verwandten Aminosäuren 
offensichtlich weiterverbreitet ist, als bisher angenommen. Sie war bei allen untersuchten 
Arten aus dem Debaryomyces/Lodderomyces Cladus (Kurtzman und Robnett, 1998) zu finden. 
Weiterhin waren darunter Arten aus den phylogenetischen Gruppen des Saccharomyces-
Cladus, des Cladus Stephanoascus/Metschnikowia, des Cladus der methanolassimilierenden 
Hefen (Kurtzman und Robnett, 1998) und basidiomycetale anamorphe Hefen wie R. rubra 
(Fell und Statzell-Tallman, 1998) und T. beigelii (Gueho et al., 1998).  
Insgesamt wurden 8 Aminosäuren auf ihre Fähigkeit überprüft, P. stipitis als alleinige C- und 
N-Quelle zu dienen: Glutamat, Glutamin, Arginin, Prolin (abgeleitet von α-Ketoglutarat), 
Aspartat (abgeleitet von Oxalacetat), Alanin und Glycin (abgeleitet aus Intermediaten der 
Glycolyse) und Histidin (abgeleitet aus dem Pentosephosphatweg) (Michal, 1999). Es konnte 
nur Wachstum mit Aminosäuren, die sich aus den Metaboliten des Tricarbonsäurezyklus α-
Ketoglutarat und Oxalacetat ableiten, beobachtet werden.  
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Über die möglichen physiologischen Hintergründe der C-katabolischen Aminosäurenutzung 
dieser Hefen war bisher nichts bekannt. Deshalb wurden weitergehende Untersuchungen an 
Stämmen von P. stipitis durchgeführt.  
 
4.2. Wachstumsverhalten von P. stipitis CBS 5776 mit Glutamat als  
       C- und/oder N Quelle  
Bei Wachstum von Stamm CBS 5776 mit Glutamat als C- und N-Quelle zeigte sich, dass die 
Wachstumsrate nur geringfügig unter der bei Kultivierung mit Glucose und Glutamat lag. 
Glutamat ist demnach offensichtlich für P. stipitis eine sehr effiziente C-Quelle. Für eine hohe 
Effizienz der C-katabolischen Glutamatnutzung spricht auch in anderem Zusammenhang der 
Vergleich der Biomasseerträge, die mit Glucose/Ammonium- (GAM), Glucose/Glutamat- 
(GGLU) und Glutamat-Medium (GLU) erzielt wurden. Es wurde aber mit GLU-Medium 10 
% weniger Trockenmasse pro Mol C-Quelle gebildet als mit GAM- oder GGLU-Medium, in 
denen Glucose als C-Quelle vorhanden ist. Dabei muss in Betracht gezogen werden, dass ein 
Mol Glutamat fünf Kohlenstoffatome im Vergleich zu den sechs Kohlenstoffatomen in einem 
Mol Glucose enthält. Wenn man dies berücksichtigt, ist der Biomasseertrag bezogen auf den 
Kohlenstoffgehalt der C-Quelle mit Glutamat höher als mit Glucose. Bei der Betrachtung der 
Stoffwechselwege von Glucose und Glutamat zeigt sich, dass pro Mol Glucose zwei Mol 
Phospoenolpyruvat (PEP) gebildet werden. Aus einem Mol Glutamat hingegen entsteht in der 
Gluconeogenese nur ein Mol PEP (Michal, 1999). Das bedeutet, dass drei C-Atome des 
Glutamates theoretisch in die Biomasse eingehen können, im Vergleich zu allen sechs der 
Glucose. Wenn man diese Bilanzen betrachtet und mit dem höheren Trockenmasseertrag pro 
Mol Kohlenstoff in Glutamat vergleicht, wird nochmals verdeutlicht, wie effizient P. stipitis 
in der Lage ist, Glutamat als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Dies kann auch darauf zurück 
zuführen sein, dass das α-Ketoglutarat, welches beim Glutamatabbau entsteht, nicht 
unbedingt in die Gluconeogenese eingeschleust werden muss, um in die Trockenmasse 
einzugehen. Wenn es in den Tricarbonsäurecyclus eingeschleust wird, dient es auch als C-
Gerüst für Aminosäuren. Auch in dieser Form können aus α-Ketoglutarat gebildete C-Körper 
in die Trockenmasse eingehen.  
Wenn CBS 5776 Glucose als C-Quelle und Glutamat als Stickstoffquelle nutzt, zeigte sich ein 
deutlich höherer Trockenmasseertrag als bei Kultivierung mit Glucose-Ammonium-Medium. 
Dieser Befund könnte auf eine parallele Nutzung des Glutamats als Kohlen- und 
Stickstoffquelle hindeuten. Das wird verständlich, wenn man in betracht zieht, dass als 
katabolisches Produkt des Glutamatabbaus α-Ketoglutarat, welches direkt in den 
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Tricarbonsäurecyclus eingeschleust werden kann, entsteht. Das α-Ketoglutarat kann somit 
Metaboliten für die Aminosäurebiosynthese liefern und zur Trockenmassebildung beitragen. 
Diese Erklärung steht auch in Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, dass die GDH2-
Aktivität einen Schlüsselfaktor für die katabolische Nutzung von Glutamat bildet. Dass Hefe 
eine Aminosäure parallel zu Glucose als Energie-Quelle nutzt, ist bisher nur selten 
nachgewiesen worden. Albers et al. (1998) zeigten mit Hilfe der Verteilung von 14C-
markiertem Kohlenstoff in Zellen von S. cerevisiae, die auf Glucose/Glutamat-Medium 
gewachsen waren, dass das entstehende α-Ketoglutarat in den Tricarbonsäurecyclus 
eingeschleust wird. Allerdings erfolgten diese Untersuchungen bei anaerobem Wachstum, bei 
dem das α-Ketoglutarat nicht als Energiequelle genutzt werden konnte. 
Auch die Tatsache, dass P. stipitis mit Glutamat als N-Quelle mehr Ethanol bildet als mit 
GAM-Medium, deutet auf eine Nutzung des α-Ketoglutarates als C-Quelle hin. Wenn dieses 
in größerer Menge in den Citratzyklus eingeschleust wird, wird dieser gesättigt und das 
Pyruvat aus der Glykolyse wird möglicherweise verstärkt in die Gärung geleitet (Aon und 
Cortassa, 2001).  
Ein überraschendes Ergebnis zeigte sich bei den Kultivierungsversuchen auf Glucose-
Glutamat-Medium, nachdem die Glucose verbraucht war. Die Zelle nutzten offensichtlich das 
noch vorhandene Glutamat nicht als C-Quelle sondern reassimilierten das vorher gebildete 
Ethanol. Es scheint so, als reprimiere das Ethanol die C-katabolische Nutzung des Glutamats. 
Eine ungenügende Sauerstoffversorgung scheint nicht der Grund für die Repression der 
Glutamatnutzung zu sein, da die Ethanolreassimilation ebenfalls sauerstoffabhängig ist. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Zellen bei Verwendung von Glutamat als einziger C- und N-
Quelle offensichtlich überschüssiges Ammonium in das Medium ausscheiden. Eine solche 
Ammoniumausscheidung wurde jedoch nicht beobachtet, wenn die Zellen auf 
Glucose/Glutamat-Medium kultiviert wurden. Das deutet darauf hin, dass unter solchen 
Bedingungen nur soviel Glutamat katabolisiert wird, wie für den Bedarf des N-Stoffwechsels 
erforderlich ist. Es scheint demnach so zu sein, dass nur das N-katabolisch entstehende α-
Ketoglutarat in den C-Stoffwechsel eingeschleust wird und Glutamat nicht gleichzeitig mit 
der Glucose C-katabolisch genutzt werden kann.  
Die Beobachtung der Ammoniumausscheidung lässt den Schluss zu, dass P. stipitis über 
effiziente Ammoniumexporter verfügt. Eine BLAST-Suche in der P. stipitis-
Genomdatenbank mit der Aminosäuresequenz des ATO3 Ammoniumexporters aus S. 
cerevisiae (Guragnella und Butow, 2003) ergab mehrere mögliche Kandidaten für diese 
Funktion. Allerdings ist keines der entsprechenden Gene bisher annotiert.  
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Die Notwendigkeit der Ausscheidung von Ammonium ist naheliegend, da zu hohe 
intrazelluläre Konzentrationen zur Störung der Homöostase führen würden. Weiterhin ist 
bekannt, dass Ammonium den Glutamatabbau durch die GDH2 hemmen kann (Bergmeyer, 
1974).  
 
4.3 Die Glutamatdehydrogenasen in P. stipitis  
GDH2  
Die BLAST-Suche in der P. stipitis Genbank hatte gezeigt, dass es bei dieser Hefe zwei 
Sequenzen, die Ähnlichkeit zu bekannten GDHs in S. cerevisiae haben, gibt. Die Sequenz 
ORF 78004 ist offensichtlich ein Ortholog der katabolischen GDH2 von S. cerevisiae. Die 
zweite Sequenz ORF 82969 zeigt Homologie zu den beiden Genen in S. cerevisiae, die für die 
anabolischen Enzyme GDH 1 und 3 codieren (DeLuna et al., 2001). In S. cerevisiae wird die 
GDH1 in Gegenwart von veratembaren C-Quelle expremiert, die GDH3 hingegen unter 
fermentativen Stoffwechselbedingungen. Die P. stipitis Sequenz ORF82969 zeigt eine höhere 
Homologie zur ScGDH3. Die Existenz von nur einem anabolischen GDH-Enzym in P. stipitis 
beruht vermutlich auf dem prinzipiellen physiologischen Unterschied zwischen der 
fermentativen Hefe S. cerevisiae und der respiratorischen Hefe P. stipitis (Fiaux et al. 2003)  
Die Enzymaktivität der GHD2, die bei Wachstum auf Glutamat als C- und N-Quelle in 
Schüttelkulturen gemessen wurde, war im Vergleich zum Wachstum auf Glucose/Glutamat-
Medium drastisch erhöht. Dieses Ergebnis weisst darauf hin, dass es sich bei der GDH2 um 
das Schlüsselenzym für die C-katabolische Nutzung von Glutamat handelt. Darüber hinaus 
war die Aktivität auch deutlich erhöht, wenn die Zellen auf Aspartat als C-Quelle wuchsen. 
Dieser Zusammenhang ist dadurch erklärbar, dass bei der C-katabolischen Nutzung von 
Aspartat durch die Aspartat-Aminotransferase-Aktivität Glutamat entsteht (Michal, 1999). 
Diese muss durch die GDH2 weiter C-katabolisch genutzt werden, um den Aspartatabbau 
nicht zu inhibieren. Die beobachtete Aktivierung bei Wachstum auf Aspartat stimmt mit den 
Ergebnissen der GDH2-Disruption in P. stipitis überein (siehe unten). Diese Disruption führte 
nicht nur zum Ausfall der C-katabolischen Nutzung von Glutamat, sondern auch von Aspartat.  
Die Ergebnisse der Aktivitätsmessungen in Zellrohextrakten aus pH-statierten 
Fermenterkulturen mit konstant hoher Sauerstoffsättigung untermauern das Ergebnis aus den 
Schüttelkulturen, dass es sich bei der GDH2 um das Schlüsselenzym für die C-katabolische 
Nutzung von Glutamat handelt. Die Enzymaktivität war im Vergleich zu Glucose/Glutamat-
Medium deutlich erhöht. Diese Messungen erfolgten im Gegensatz zu denen in 
Schüttelkulturen zu verschiedenen Zeitpunkten. Dabei zeigte sich ein deutlicher Anstieg der 
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GDH2-Aktivität über die Zeit. Dieser Anstieg korrelierte nicht mit den in den Zellen 
vorhandenen Transcriptmengen (Vogts, 2007), so dass man von einer Aktivierung auf 
Proteinebene ausgehen muss. Dieser starke Anstieg der GDH2-Aktivität könnte mit der 
Abnahme der Glutamatmenge im Medium zusammenhängen. Die Kultur befand sich über den 
gesamten Zeitraum der Probennahme in der logarithmischen Phase. Eine stärkere Expression 
der GDH2-Aktivität könnte dazu dienen, die Bereitstellung der benötigten Menge an α-
Ketoglutarat aufrechtzuerhalten.  
Bei Nutzung von Glucose als C-Quelle war die Aktivität der GDH2 mit Glutamat als N-
Quelle deutlich geringer bzw. auf GAM gar nicht messbar. Die auf Glucose/Glutamat-
Medium gemessene geringe Aktivität der GDH2 reichte offenbar aus, um den 
Stickstoffbedarf der Zellen zu decken. Diese Beobachtung korreliert wiederum mit der 
Schlussfolgerung aus den Wachstumsversuchen, dass bei Wachstum auf Glucose nur das α-
Ketoglutarat, welches im benötigten Rahmen des N-Katabolismus anfällt, als C-Quelle 
verwendet wird. 
Die Befunde auf Glucose-Glutamat-Medium sprechen für Glucoserepression der C-
katabolischen Glutamatnutzung. Ein solcher Effekt ist von Aspergillus nidulans bekannt. 
Dieser filamentöse Pilz ist ebenfalls in der Lage, Glutamat als einzige C-Quelle zu nutzen und 
die NAD-abhängige GDH-Aktivität wird bei Kultivierung mit Glucose und Glutamat 
reprimiert (Hynes, 1973). 
Die Untersuchungen zur C-katabolischen Nutzung von Glutamat durch P. stipitis bezogen 
sich im Rahmen dieser Studie auf die Rolle der GDH2. Darüber hinaus ist jedoch 
anzunehmen, dass weitere Komponenten bei diesem Prozess eine von Bedeutung sind. Dazu 
gehören sicher Transporter, die für einen ausreichenden Stoffflux in die Zellen bzw. 
Mitochondrien sorgen müssen. Der erhöhte Glutamatverbrauch bei Nutzung von Glutamat als 
alleiniger C- und N- Quelle deutet darauf hin, dass die Zellen mehr Glutamat aufnehmen, um 
den im Vergleich zum Glucose-Glutamat-Medium gestiegenen Bedarf zu decken. Man muss 
annehmen, dass entweder spezifische Transporter involviert sind oder die Menge an 
Transporterproteinen pro Zelle in der Plasmamembran erhöht wird. Außerdem ist zu erwarten, 
dass die Effizienz des α-Ketoglutarat-Transportes in die Mitochondrien erhöht wird, falls die 
GDH2, wie in S. cerevisiae beschrieben (Hollenberg et al., 1970), in P. stipitis ebenfalls 
cytoplasmatisch lokalisiert ist. Dafür spricht, dass die Aminosäuresequenz der PsGDH2 
anscheinend keine entsprechende Targetdomäne aufweist. Die Suche nach Proteinsequenzen 
von möglichen Membrantransportern in der P. stipitis Datenbank ergab verschiedene 
Orthologe zu S. cerevisiae. Ein Vergleich der Proteinsequenzen der wichtigsten 
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Aminosäuretransporter lieferte eine hohe Homologie zu S. cerevisiae. So ist der spezifische 
und hochaffine Glutamat- und Aspartattransporter DIP5 (Regenberg et al., 1997) in S. 
cerevisiae, zu 75 %identisch mit der Aminosäuresequenz nicht annotierten Proteins in P. 
stipitis. Darüber hinaus gibt es in P. stipitis kein zweites Transportergen dieser Art, von dem 
man annehmen könnte, dass es bei Wachstum auf Glutamat als alleiniger C-Quelle spezifisch 
exprimiert wird, vorhanden. Dasselbe gilt für den PUT4 Prolin-Transporter (Brandis und 
Wang, 1987) und die generelle Aminosäurepermease GAP (Regenberg et al., 1999). Für diese 
Proteine besteht 70 % bzw. 79 % Homologie zwischen P. stipitis und S. cerevisiae.  
Damit das beim Glutamatabbau anfallende α-Ketoglutarat als C- oder Energie-Quelle genutzt 
werden kann, muss es in die Mitochondrien transportiert werden. Ein Vergleich der 
mitochondrialen Transporter für α-Ketoglutarat Odc1 und Odc2 in S. cerevisiae (Palmieri et 
al., 2001) erbrachte 73 % Sequenzhomologie zu Proteinen in P. stipitis.  
Die bisher beschriebenen Versuche zur Bestimmung der GDH2-Aktivität betraf Zellen, die 
auf Glutamat allein oder Glucose/Glutamat angezogen wurden. Es war weithin interessant die 
Enzymaktivität in Zellen nach Kultivierung in Medium, welches Glutamat und Ammonium 
enthielt, zu beobachten. 
Ammonium hatte bei Kultivierung mit Glutamat als einziger Kohlenstoffquelle eine sehr stark 
induzierende Wirkung auf die Aktivität der GDH2. Dieser Effekt könnte darin begründet 
liegen, dass die Zellen bei hoher Ammoniumkonzentration im Medium nicht in der Lage 
waren, Ammonium auszuschleusen. Dadurch würde das beim Glutamatabbau freigesetzte 
Ammonium in der Zelle akkumulieren und könnte die GDH2-Reaktion hemmen bzw. in die 
Gegenrichtung lenken. Um einen solchen Hemmeffekt zu kompensieren, wäre es denkbar, 
dass die GDH2-Aktivität in den Zellen stärker exprimiert wurde, um genug Glutamat 
umsetzen zu können. Bei Wachstum auf Aspartat und Ammonium wurde eine sehr hohe 
GDH2-Aktivität gemessen. Jedoch war die Aktivität bei Wachstum auf Aspartat allein, anders 
als bei Wachstum auf Glutamat allein, ebenfalls schon sehr stark erhöht. Dass diese Aktivität 
wesentlich höher lag, könnte damit zu erklären sein, dass der Glutamatspiegel sehr niedrig 
gehalten werden muss, um die für den Aspartatabbau nötige Transaminasereaktion nicht zu 
inhibieren (Michal, 1999).  
 
GDH3  
Bei Untersuchungen in Schüttelkulturen wurde die höchste Aktivität der N-assimilatorischen 
GDH3 in Kulturen mit GAM (Glucose+Ammonium) gefunden. Diese Beobachtung 
unterstreicht die Rolle der GDH3 bei der Nutzung von Ammonium als Stickstoffquelle, die 
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auch in S. cerevisiae dokumentiert ist (Magasanik, 2003). Interessant ist, dass in P. stipitis 
auch bei Kultivierung mit Glutamat und Glucose eine relativ hohe Aktivität der GDH3 
nachgewiesen wurde. Die Aktivität einer anabolischen GHD in Gegenwart von Glutamat als 
N-Quelle, die eigentlich nicht zu erwarten war, wurde auch in Aspergillus nidulans  gemessen 
(Hynes, 1973). Möglicherweise spielt die anabolische GDH in diesen Organismen eine Rolle 
bei der Regulation des Redoxgleichgewichtes, da in der Reaktion NADPH oxidiert wird. 
Ähnliches könnte auch die GDH3-Aktivität, die bei Kultivierung mit Glucose-Aspartat-
Medium gefunden wurde, erklären. 
Das Ergebnis, dass in Abwesenheit von Glucose und bei alleiniger Nutzung von Aminosäuren 
als Kohlenstoffquelle keine GDH3 Aktivität detektiert wurde, zeigt, dass das Enzym keine 
Rolle bei der rein C-katabolischen Nutzung von Aminosäuren spielt.  
In Fermenterkulturen stieg die GHD3-Aktivität bei Kultivierung mit GAM-Medium über die 
Zeit deutlich an. Dieses Verhalten korrelierte mit dem Anstieg der Transcriptmenge in den 
Zellen (Vogts, 2007). Eine offensichtliche Erklärung für dieses Verhalten wurde nicht 
gefunden. Die Zellen befanden sich während der gesamten Zeit der Probennahme in der 
logarithmischen Wachstumsphase. Ein erhöhter Bedarf an Stickstoff ist deshalb nicht ohne 
weiteres erklärbar.  
 
4.4 Sequenz- und Promotoranalyse des PsGDH2 Genes in P. stipitis CBS 5774  
Im Zusammenhang mit der BLAST-Suche nach dem PsGDH2 ORF wurde auch die 
Promotorsequenz gefunden und einer Sequenzanalyse unterzogen. Von den dabei gefundenen 
putativen Bindungssequenzen von Transcriptionsfaktoren, welche die PsGHD2-Expression 
möglicherweise beeinflussen könnten, sind die für die Genprodukte MIG1, HAP, LEU3 sowie 
die GATA-Box interessant.  
Der Faktor MIG1, der in S. cerevisiae für eine allgemeine Glucoserepression verantwortlich 
ist (Nehlin et al., 1991), könnte zu der reduzierten GDH2-Aktivität, wenn Glutamat neben 
Glucose vorhanden war, beitragen.  
Die im Allgemeinen für die wechselseitige Regulation von fermentativem und respirativem 
Stoffwechsel zuständigen Faktoren HAP 2,3,4 (Zhou und Kohlhaw, 1991) spielen in S. 
cerevisiae keine Rolle bei der Regulation der GDH2-Expression (terSchure et al., 2000), 
jedoch bei der Expression von GDH1. Auch wurde in S. cerevisiae gefunden, dass eine HAP2 
Disruption die Regulation der GDH2 nicht beeinflusst (Dang et al., 1996). Die Anwesenheit 
einer putativen HAP-Bindungsstelle im Promotor des PsGDH2 Genes kann bedeuten, dass 
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dieses Gen in der respiratorischen Hefe in Abhängigkeit von der Sauerstoffversorgung 
reguliert wird.  
Auch die in P. stipitis gefundene putative Bindungsstelle für den Faktor LEU3 stellt einen 
Unterschied zu S. cerevisiae dar. In Bäckerhefe spielt LEU3 eine Rolle in der Regulation der 
Expression von GDH1, jedoch nicht von GDH2. Möglicherweise vermittelt der LEU3-Faktor 
in P. stipitis eine Verbindung zwischen N-Metabolismus und Aminosäurebiosynthese.  
Eine regulatorische Rolle der GATA-Box, die als Bindungsstelle für verschiedene positive 
oder negative Regulatoren dient (Bradshaw et al., 2001), ist auch für P. stipitis recht 
wahrscheinlich. Auch bei P stipitis gibt es Hinweise auf eine Stickstoffkatabolitrepression 
(Freese, 2004). 
Die hier genannten Faktoren liefern interessante Ansatzpunkte für eine weitere Untersuchung 
der Regulation des C/N-Stoffwechsels von P. stipitis. Um die Funktion der Bindungsstellen 
zu verifizieren, wären experimentelle Promotoranalysen interessant.  
 
4.5 Konstruktion eines Systems zur effizienten gezielten Gendisruption  
      in P. stipitis  
In P. stipitis, wie in den meisten Hefen, wird gezielte Gendisruption dadurch erschwert, dass 
die entsprechenden Vektoren mit hoher Frequenz ektopisch integrieren (Klinner und Schäfer, 
2004). Das könnte darauf beruhen, dass bei dieser Hefe die Reparatur von 
Doppelstrangbrüchen über den Mechanismus des NHEJ (siehe Einleitung) erfolgt. Aus 
diesem Grunde wurde eine Disruption des KU80 Genes durchgeführt, um das NHEJ-System 
zu unterdrücken. Dies hatte, wie schon in K. lactis beschrieben (Kooistra et al., 2004) zur 
Folge, dass bei den Transformanten mit sehr hoher Effizienz eine homologe Integration 
stattfand. Gleichzeitig war die Transformationsausbeute drastisch vermindert. Diese 
Ergebnisse unterstützen die Annahme, dass NHEJ bei P. stipitis eine große Rolle bei der 
Integration externer DNA spielt. Mit der Konstruktion diese Stammes stand ein 
leistungsfähiges System für die Gewinnung von Gendisruptanten zur Verfügung. In der 
Transformante SF1 his3 ∆ku80, die für die weiteren Untersuchungen verwendet wurde,  
konnte eine einfache Integration des Vektors mittels Southern-Hybridisierung nachgewiesen 
werden.  
Um das Verhalten des Stammes SF1 his3 ∆ku80 bezüglich der Transformierbarkeit zu 
untersuchen, wurde er mit dem Vektor pJH-S-1 in zirkulärer bzw. linearisierter Form und mit 
PCR-Amplifikaten des PsHIS3  transformiert. Als Vergleichsstamm diente PJH his3 trp5. 
Wenn man die Transformationsausbeuten vergleicht, so zeigen sich in den meisten Fällen 
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deutliche Unterschiede. Nur bei Transformation beider Stämme mit dem zirkulären 
autonomen Vektor pJH-S-1 lagen die Transformationsausbeuten in gleicher Größenordnung, 
obwohl sie anscheinend in der KU80-Disruptante etwas geringer ausfielen. Erfolgte die 
Transformation jedoch mit linearisiertem pJH-S-1, so waren die Transformationsausbeuten im 
Vergleich zum zirkulären Vektor deutlich erhöht. Dieser Effekt könnte darauf beruhen, dass 
P. stipitis lineare DNA besser aufnimmt als zirkuläre (Maassen et al., 2008). Außerdem 
unterschieden sich die Ausbeuten im Vergleich der beiden Stämme fast um eine 
Größenordnung, wenn der Vektor linearisiert war. Das ist wahrscheinlich dadurch erklärbar, 
dass das KU80-Genprodukt eine wichtige Rolle bei der Zirkularisierung der linear 
aufgenommenen DNA spielt. Dieser Befunde stimmt mit den Beobachtungen von Boulton 
und Jackson (1996) in S. cerevisiae überein.  
Sehr deutliche Unterschiede wurden ebenfalls beobachtet, wenn eine Transformation beider 
Stämme mit dem PsHIS3 Amplifikat erfolgte. Auch hier war die Ausbeute mit PJH um eine 
Größenordnung höher als mit SF1. Allerdings dürften sich die Ursachen dafür von denen 
unterscheiden, die für die Unterschiede in den Transformationsausbeuten mit dem linearen 
pJH-S-1 Vektor vermutet werden können. Das PsHIS3 Amplifikat besitzt keinen 
Replicationsorigin und kann deshalb nicht autonom existieren. Die Entstehung aller HIS3-
Transformanten ist deshalb auf die Integration des DNA-Stückes zurückzuführen. Die 
wesentlich erhöhte Transformationsausbeute im KU80-Wildtypstamm PJH ist durch die hohe 
Zahl ektopischer Integrationen zu erklären. Diese Art Integration entfällt in der KU80-
Disruptante und nur die homologen Integranten, die mit geringer Frequenz entstanden sind,  
werden nach der Transformation erhalten. Eine solche Annahme wurde durch die Ergebnisse 
von Southern-Hybridisierungen bestätigt (Maassen et al. 2008). Diese Untersuchungen 
zeigten, dass es in dem Stamm SF1 his3 ∆ku80 nicht zu Mehrfach-Integrationen des Vektors 
kommt.  
Da es bei einer gezielten Gendisruption darauf ankommt, eine genaue einfache Integration zu 
erzielen, ist der Stamm SF1 his3 ∆ku80 trotz geringer Transformationsausbeute optimal als 
Transformationssystem für eine gezielte Gendisruption geeignet.  
 
4.6 Disruption des GDH2-Genes  
Bei der Herstellung eines Stammes, bei dem die GDH2 disruptiert war, wurde die hohe 
Effizienz der gezielten Gendisruption in SF1 his3 ∆ku80 deutlich. Von 35 Transformanten 
zeigten alle den für den Fall einer homologen Integration postulierten Phänotyp. Sie waren 
alle nicht mehr in der Lage,Glutamat als einzige C- und N-Quelle zu nutzen.  
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Eine Transformante, bei der die Disruption auch mittels PCR und Southern-Hybridisierung 
bestätigt werden konnte, wurde näher charakterisiert. Dieser Stamm, der als SF2 ∆ku80 
∆gdh2 bezeichnet wurde, wuchs, wie bereits erwähnt, nicht nur auf Glutamat als C-Quelle 
nicht mehr sondern auch nicht auf Prolin und Aspartat. Die Unfähigkeit, Prolin zu nutzen, 
kann dadurch erklärt werden, dass Glutamat ein katabolisches Zwischenprodukt von Prolin ist. 
Der Verlust der Fähigkeit zur C-katabolischen Nutzung von Aspartat ist auf den ersten Blick 
nicht durch die Disruption der GDH2 zu erklären. Aspartat kann vermutlich nicht als 
Kohlenstoffquelle genutzt werden, weil die GDH2 das durch die Aktivität der Aspartat-
Aminotransferase anfallende Glutamat nicht mehr weiter umsetzen kann. Diese Amino-
Transferasereaktion stellt wahrscheinlich für Aspartat den Eingang in den C-Katabolismus dar 
(Michal, 1999). Das Verhalten der GDH2-Disruptante korreliert gut mit der oben diskutierten 
Beobachtung, dass die GDH2-Aktivität bei Wachstum mit Aspartat als einziger C-und N-
Quelle stark anstieg.  
Die fehlende Fähigkeit der GDH2-Disruptante, Glutamat als Stickstoffquelle zu nutzen, ist 
wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass aus dem Glutamat kein Ammonium gewonnen 
werden kann, welches für die Glutaminsynthese erforderlich ist. Eine Disruption des GDH2-
Genes in S. cerevisiae hatte ebenfalls zur Folge, dass Glutamat nicht mehr als Stickstoffquelle 
genutzt werden kann (Magasanik und Kaiser, 2002). 
Die Fähigkeit von Stamm SF2, Aspartat und Prolin in eingeschränktem Maße als Stickstoff-
stoffquellen zu nutzen, könnte darauf zurückzuführen sein, dass durch 
Transaminasereaktionen (Green et al., 1945) eine wenn auch geringe Menge von 
Aminosäuren, welche den Zellen ein gewisses Wachstum erlaubt, gebildet werden kann.  
 
4.7 Charakterisierung des Glu- - Stammes P. stipitis SF3 ∆cox5 trp5 
Nach zufälliger Integrationsmutagenese wurde eine Glu- -Mutante erhalten, die im PsCOX5 
Gen disruptiert war. Dieses Gen codiert für die Untereinheit V der Cytochrom-c-Oxidase. Im 
Gegensatz zu S. cerevisiae besitzt P. stipitis offensichtlich nur ein COX5 Gen. In S. cerevisiae 
werden die beiden CoxV-Untereinheiten abhängig von der Belüftung exprimiert. CoxVa wird 
unter aeroben und CoxVb unter anaeroben Bedingungen exprimiert (Burke et al., 1997). 
Diese Eigenschaft deutet auf einen weitreichenden Unterschied in der Atmungsregulation von 
P. stipitis und S. cerevisiae hin. Das Vorhandensein zweier Orthologe eines Genes, die bei 
unterschiedlichen Bedingungen exprimiert werden, stellt in S. cerevisiae ein relativ häufiges 
Prinzip der Regulation dar, dass anscheinend in P. stipitis und anderen respiratorischen Hefen 
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nicht vorliegt. Es betrifft z.B. außer den Cytochrom-c-Oxidaseuntereinheiten Va und Vb zwei 
Gene für die N-anabolische GDH (GDH1 und 3) und für das Cytochrom-c (CYC1 und 7). 
Die cox5 Mutante zeigte neben dem Verlust des Wachstums auf Glutamat als C-Quelle die 
folgenden Phänotypen: Keine nachweisbare Cytochrom-c-Oxidase Aktivität, Verlust der 
cyanidsensitiven Atmung, Erhaltung der cyanidinsensitiven Atmung, Verlust der Fähigkeit 
des Wachstums auf nicht-fermentierbaren C-Quellen. Diese Eigenschaften unterstützen den 
Befund, dass nur ein COX5 Gen in P. stipitis existiert.  
Alle Eigenschaften dieser Mutante deuten auf einen Defekt in der Atmungskette hin, der 
durch fehlende Cytochrom-c-Oxidaseaktivität verursacht wird. Ähnliche Eigenschaften 
wurden auch in anderen Mutanten von Hefen und Pilzen gefunden, deren Cytochrom-c –Gen 
disruptiert  waren. Hierzu gehören K. lactis (Chen et al., 1993), P. stipitis (Shi et al., 1999) 
und A. nidulans (Bradshaw et al., 2001).  
Der Stamm SF3 ∆cox5 trp5 lieferte bei Kultivierung mit YPD oder GAM einen geringeren 
Trockenmasseertrag als der Wildtyp und der Transformationswirt PJH. Das betraf sowohl 
Glucose als auch Xylose als C-Quelle. Dieses Ergebnis ist sicher darauf zurückzuführen, dass 
die Zellen nur auf die ineffiziente Substratkettenphosphorylierung angewiesen waren und nur 
fermentativen Stoffwechsel betreiben konnten. Die verstärkte Bildung von Ethanol und der 
erhöhte RQ bei relativ hoher Belüftung der Mutante stehen mit diesem Ergebnis in Einklang. 
Auch die fehlende Fähigkeit, Ethanol zu (re)assimilieren, die bei SF3 gefunden wurde, könnte 
zu dem hohen Ethanolertrag beitragen, muss aber nicht die alleinige Ursache sein. Die 
Messung der Aktivität der fermentativen Enzyme ADH und PDC zeigte, dass diese in der 
cox5 Mutante deutlich stärker exprimiert werden, als in den Ausgangsstämmen.  
Shi et al. (1999) fanden bei einer Cytochrom-c-Disruptante von P. stipitis, dass der 
Ethanolertrag bei Kultivierung mit Xylose im Vergleich zum Transformationswirt um etwa 
20 % erhöht war. Bei Kultivierung der hier beschriebenen cox5 Mutante war der 
Ethanolertrag pro g C-Quelle im Vergleich zum Transformationswirt bei Kultivierung mit 
Xylose sogar verdoppelt. Diese Differenz ist wahrscheinlich auf Unterschiede in den 
Kultivierungsbedingungen, wie z. B. dem Grad der Sauerstoffversorgung, zurückzuführen. 
Unter semiaeroben Bedingungen zeigten die untersuchten Stämme ein anderes Verhalten im 
Vergleich zu aeroben Bedingungen. Die Ethanolerträge von CBS 5774, PJH und SF3 waren 
unter diesen Bedingungen etwa gleich. Dieses Ergebnis kann dadurch erklärt werden, dass 
unter diesen Bedingungen in CBS 5774 und PJH ein stärkerer fermentativer Stoffwechsel 
einsetzt (Passoth et al., 1996; Klinner et al., 2004).  
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P. stipitis gehört zu den Hefen, welche eine alternative Oxidase (AOX) in der Atmungskette 
besitzen (Kuroda et al., 1994). Diese liegt vor der Cytochrom-c-Oxidase und wird deshalb 
durch einen Verlust der Cytochrom-c-Oxidaseaktivität nicht beeinflusst. Es gibt Vermutungen, 
dass die AOX-Aktivität dem Energiegewinn dienen könnte. Dies wird für die Hefen Pichia 
membranifaciens und D. hansenii postuliert (Veiga et al., 2003). Da die cox5 Mutante von P. 
stipitis jedoch mit ausschließlich veratembaren Substraten keinerlei Wachstum zeigte, liegt 
die Vermutung nahe, dass die Aktivität der AOX in P. stipitis nicht zur Energiegewinnung 
dient. Darüber hinaus wurde schon in Schwanniomyces castellii nachgewiesen, dass die 
SHAM sensitive Oxidase nicht zur Energiegewinnung dient (Segueilha et al., 1992). 
Die Bedeutung der AOX in P. stipitis betrifft die Erhaltung des Redoxgleichgewichts 
(Jeepsson et al., 1995). Wie das Verhalten der cox5 Mutante zeigt, ist die AOX-Aktivität bei 
Ausfall der cyanidsensitiven Atmung essentiell für das Überleben der Zellen. SHAM hemmt 
das Wachstum sowohl auf Glucose als auch auf Xylose vollkommen. 
Die Ergebnisse der Warburguntersuchungen haben gezeigt, dass SHAM die Atmung der cox5 
Mutante SF3 vollkommen unterbindet. Der starke Rückgang der Kohlendioxidbildung in 
Gegenwart von SHAM deutet darauf hin, dass durch Hemmung der AOX auch die Gärung 
beeinflusst wird. Offenbar spielt die AOX nach dem Wegfall der Cytochromoxidase eine 
entscheidende Rolle bei der Regulation oder Aufrechterhaltung der Gärung. Eine mögliche 
Rolle im NAD-Recycling wurde bereits diskutiert. Dass bei Anwesenheit von 3 mM SHAM 
bereits keine Trockenmassebildung mehr feststellbar war, zeigt, dass P. stipitis nicht in der 
Lage, ist bei rein fermentativem Stoffwechsel zu wachsen.  
Wenn man den Effekt von SHAM auf den Wildtyp und den Transformationswirt betrachtet, 
zeigt sich wiederum, dass die AOX eine grundsätzliche Rolle im Stoffwechsel von P. stipitis  
spielt. Bei Kultivierung von CBS 5774 oder PJH wurde der Trockenmasseertrag in 
Gegenwart von SHAM unabhängig von der gewählten C-Quelle halbiert.  
Die geringere Anfälligkeit von SF3 gegenüber Cyanid ist gut nachvollziehbar, da in dieser 
Mutante die Hauptangriffstelle des Cyanides, die Cytochrom-c-Oxidase, außer Funktion ist. 
Dass SF3 in Gegenwart von Cyanid trotzdem mehr Trockenmasse bildet, könnte damit in 
Zusammenhang stehen, dass die AOX, wie in P. membranifaciens und D. hansenii gezeigt 
(Veiga et al., 2003), durch Cyanid induziert werden kann. Durch die erhöhte Aktivität der 
AOX könnte eine Steigerung des Stofffluxes durch den Tricarbonsäurecyclus erreicht werden. 
Auch das Ergebnis, dass SF3 in Gegenwart von KCN mehr O2 verbraucht, deutet auf eine 
verstärkte Aktivierung der AOX hin.  
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Der Zusammenhang der AOX-Aktivität mit dem Gärungsverhalten könnte folgendermaßen 
erklärt werden. Durch den Ausfall der cyanidsensitiven Atmung in der cox5 Mutante kommt 
es in den Mitochondrien trotz der vorhandenen AOX-Aktivität zu einem Anstieg der NADH-
Konzentration. Dieser Anstieg könnte bewirken, dass der Stoffdurchsatz durch den 
Tricarbonsäurecyclus sinkt, die Pyruvatmenge im Cytoplasma ansteigt und deshalb mehr 
Pyruvat in Richtung Gärung kanalisiert wird. Es wäre auch denkbar, dass der geringe ATP-
Spiegel in den Zellen zu einer Erhöhung des Glycolysefluxes führt und damit zu einer 
verstärkten Ethanolbildung. Dabei könnte die Aktivität der AOX eine Aufrechterhaltung des 
Stofffluxes im Tricarbonsäurecyclus, der Metabolite für anabolische Reaktionen liefert, 
ermöglichen. Eine Rolle könnte auch der vermutliche hohe ADP-Spiegel im Cytoplasma der 
Zellen spielen. Sakajo et al. (1997) zeigten bei H. anomala, dass ADP die AOX-Aktivität 
stimuliert.  
Unter semiaeroben Bedingungen ist die Trockenmassebildung bei der cox5 Mutante 
wesentlich geringer als unter aeroben Bedingungen. Dies könnte darauf beruhen, dass im 
Tricarbonsäurecyclus gebildetes NADH weniger effizient mit Hilfe der AOX oxidiert werden 
kann. Das hätte eine Reduktion des Stoffflusse und somit eine geringere Verfügbarkeit von 
anabolischen Metaboliten zur Folge. 
In C. albicans, einer Hefe die eng mit P. stipitis verwandt ist, liegen zwei verschiedene AOX 
Gene vor, 1a und 1b, welche unter verschiedenen Bedingungen exprimiert werden (Huh und 
Kang, 2001). Ein Sequenzvergleich ergab, dass die AOX von P. stipitis eine höhere 
Homologie zur AOX 1b, welche auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen exprimiert 
wird, besitzt. 
 
Die Ergebnisse der Wachstumsuntersuchungen mit der Mutante SF3 zeigten, dass die Zellen 
trotz der cox5 Mutation, die zum Ausfall der C-katabolischen Nutzung von Glutamate führte, 
noch mit den Aminosäuren Aspartat, Glutamat oder Prolin als N-Quelle wachsen konnten. 
Dabei war der Trockenmasseertrag im Vergleich zum Transformationswirt etwas reduziert. 
Eine Erklärung hierfür könnte darin liegen, dass bei der Umsetzung dieser drei Aminosäuren 
immer letztlich α-Ketoglutarat entsteht. Dieses kann durch die fehlende cyanidsensitive 
Atmung nicht genutzt werden und könnte durch eine Anreicherung die Abbauwege der 
Aminosäuren hemmen.  
Die Aktivität der fermentativen Enzyme ADH und PDC wird in P. stipitis in Abhängigkeit 
von der Sauerststoffkonzentration reguliert (Passoth et al., 1996). Die Messung der Aktivität 
dieser Enzyme unter kontrollierter Sauerstoffspannung im Fermenter zeigte, dass beide 
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bereits unter aeroben Bedingungen bei der cox5 Mutante SF3 im Vergleich zu Wildtyp und 
Transformationswirt deutlich erhöht waren. Auch unter den Bedingungen eines Shifts der O2- 
Sättigung auf 20 % erfolgte ein deutlicher Anstieg der Enzymaktivität in der Mutante.   
Die hohen Aktivitäten der ADH und PDC unterstreichen die bisherigen Befunde, dass SF3 
auch aerob in hohem Maße fermentativen Stoffwechsel betreibt. Welcher Faktor direkt für die 
Erhöhung der Aktivität verantwortlich ist, bleibt ungeklärt. Passoth et al. (2003) fanden bei 
Promotoranalysen des PsADH1 Genes eine putative Bindungssequenz für einen bisher 
unbekannten regulatorischen Faktor, dessen nähere Untersuchung noch aussteht. 
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5. Zusammenfassung  
1. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals beobachtet werden, dass P. stipitis in der 
Lage ist, die Aminosäuren Aspartat, Glutamat und Prolin als alleinige 
Kohlenstoffquellen zu nutzen. Bei Wachstumversuchen mit Glutamat als 
Stickstoffquelle zeigte sich weiterhin, dass P. stipitis CBS 5776 Glutamat parallel zu 
Glucose als C–Quelle nutzen kann, auch dies war bisher nicht beschrieben worden. 
Mit der parallelen Nutzung von Glutamat und Glucose, ging ein Anstieg in der 
Ethanolbildung einher.  
2. Bei Nutzung von Glutamat oder Aspratat als C-Quelle zeigte sich eine sehr stark 
gesteigerte Aktivität der GDH2. Diese Beobachtung ließ auf eine Schlüsselstellung 
dieses Enzymes im Glutamat- und Aspartatkatabolismus schließen. Nach einer 
Disruption des GDH2-Genes war die Fähigkeit zur C-katabolischen Glutamatnutzung 
vollkommen unterbunden, was die Schlüsselrolle der GDH2 bestätigte.  
3. Um ein effizientes System zur Gendisruption zu erhalten wurde im Stamm PJH eine 
Disruption des PsKU80 Genes durchgeführt. Diese bewirkte eine fast vollständige 
Reduktion der nicht homologen Integration von DNA nach einer Transformation. 
Somit liefert eine solche Disruptante ein effizientes System zur gezielten 
Gendisruption.  
4. Bei einer Suche nach Glu--Mutanten wurde ein Klon mit einem disruptierten PsCOX5 
Gen gefunden. Diese Mutante war nicht mehr in der Lage, nicht-fermentierbare C-
Quellen, darunter auch Glutamat, zu nutzen. Die Nutzung von Aminosäuren als 
Stickstoffquelle war jedoch nur  leicht eingeschränkt. Die Ethanolbildung unter 
aeroben Bedingungen wurde durch die PsCOX5 Disruption stark erhöht. Dies geschah 
insbesondere mit Xylose als Kohlenstoffquelle.  
5. Die Zugabe von SHAM hemmte den Gasstoffwechsel und das Wachstum einer 
PsCOX5 Disruptante vollständig, was auf eine essentielle Roller der alternativen 
Oxidase AOX bei aus der Endoxidase hindeutet. Der Phänotyp der Disruptante zeigte, 
dass die Aktivität der alternativen Oxidase ausreicht, um ein Überleben der Zellen zu 
ermöglichen.
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6. Abkürzunsgverzeichnis 
ADH: Alkoholdehydrogenase 
ADP: Adenosindiphospahte 
AOX: Alternative Oxidase der Atmungskette 
ATP: Adenosintriphospahte 
COX: Cytochrom-c-Oxidase 
GDH: Glutamatdehydrogenase 
HAP: Regulationsfaktor des fermentativen Stoffwechsels 
KCN: Kaliumcyanid 
LEU3: allgemeiner Aktvitator der Aminosäurebiosynthese 
MIG1: Regulator der Glucosekatabolitrepression 
NAD: Nicotinamiddinucleotid 
NADP: Nicotinamiddinucleotidphosphat 
ORF: Offener Leserahmen 
PCR: Polymerase-Kettenreaktion 
PDC: Pyruvatdecarboxylase 
SHAM: Hydroxysalicylat 
YE: Hefeextrakt 
YNB: Yeast-Nitrogen 
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8. Anhang 
Tab. 7.1: Sequenz-Alignment der GDH2-Aminosäuresequenzen verschiedener Hefen  
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Tab. 7.2:  Sequenz-Alignment der COX5-Aminosäuresequenzen verschiedener H 
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